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緒言
虚血性心疾患や脳血管性疾患は先進国にお い て は死亡 原因 の 上位を占め て お り ､ こ れ
ら の 基礎病変と考えられ る粥状動脈硬化症 の病態解明と治療法の 開発は極め て 重要な課
題 で ある｡ 粥状動脈硬化症初期の特徴的な病変として ､ 血管壁 ､ 特 に マ ク ロ フ ァ ー ジや
血管平滑筋細胞 へ の 脂質蓄積が挙げられ る ｡ ま た高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症 は 虚血性心疾患
の危険因手とし て認知されて い る が ､ 血中 コ レス テ ロ ー ル の ほとん どは低比重リ ポ タ ン
パ ク質 (以下LD L) にあり､ L D Lによる血管壁 へ の 脂質蓄積が動脈硬化発症 に深く関わ っ
て い ると考えられて い る ｡ 従 っ て ､ 動脈硬化症の 成因解明およ び新規治療方法の 開発 に
は ､ 脂質代謝機構､ 特 に細胞 の コ レス テ ロ ー ル代謝調節機構に つ い て明 らか にする こ と
が必要である｡
マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄積機構は束だ解明の途上である が い く つ か の 仮親が提唱さ
れて い る ｡ こ れらのうちL DLが酸化的変性を受け特異的受容体を介して脂質蓄穂に寄与
す ると した ､ ス カ ベ ン ジ ャ ー 経路仮説に 関す る研究が最も進ん で い るム プロ ブ コ - ル な
どの 抗酸化剤がwatan abe Heritable Hyperlipide mic Rabbits(以下 W H H Lウサ ギ) a)動脈硬化
進展を抑制した こ と(ト3)､ 酸 化変性L D Lが ヒ トやW H H Lウサギの 動脈硬化病変 にお い て
免疫学的な手法で検出された こ と(4)､ 更に酸化L D Lの 受容体 である ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容
体が発見された こ と(5,6)等 ､ こ の 仮説 を裏付け る有力な証拠 は多 い ｡ しか しな がら､in
vitroで の 酸化L D L生成 に必要な脂質過酸化反応は､ 生体内で起 こり得 る反応とは比較に
ならない ほ ど激しい 条件でもあり､ 脂質過酸化反応によるL D L変性だけで脂質蓄積機構
を全て説明す る こ とは難しい ｡ 病変部に存在す るL D Lに見られ る特徴として ､ 凝集体形
成が知られ てい る(7-9)｡ マ ク ロ フ ァ ー ジが その 貧食能を利用して凝集L D Lを取り込み ､
細胞内に脂質を蓄積す る可肯bbl生は高 い ｡ in viv oに お ける凍集メ カ ニ ズ ム は不 明 で ある が ､
in vitroで は 機械的な刺激(10)やPbo spholipa s eC括性(ll)な ど によりL D Lは容易 に凝集する
こ とが知られて い る ｡ 病変部 に存在するL D L粒子内や粒子間で脂質過酸化反応 の結果脂
質や タ ン パ ク 質が共重合 反応 を引 き起 こ し凝集LD Lが生 じる可能性 は 十分 にある ｡ 病変
- ト
部に存在するL D Lが酸化反応の結果凝 集す る とすれ ばその 脂質蓄稽能は極め て 高 い も の
になる と予想 され る ため ､ 脂質過酸化反応によ っ て もL DLが凝集する事をin vit.roで 確認
し､ 次 に生 じた凝集型酸化L D Lの マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄積能の 変化を検討する こと
に し た ｡
ス カ ベ ン ジャ ー 経路仮説の 特徴は ､ 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 量で は制御を受けな い 脂質
取り込み経路の 存在を仮定して い る 点に あ る｡ 通常細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 量は ､ 1) リ
ポ タ ン パ ク質受容体によ る細胞外か らの 取 り込み ､ 2)
■
細胞内で の コ レ ス テ ロ ー ル 生合
成 ､ 3) 細胞外 へ の排出 ､ 4) コレ.ス テ
ロ ー ル の エ ス テ ル 化等に よ り､ 厳密に制御され
て い る ｡ ス カ ベ ン ジ ャ ー 経路 の よう な無制御な機構で コ レ ス テ ロ ー ル が 蓄積した細胞に
おける コ レ ス テ ロ.
- ル恒常性輝持機構の果たす役割は ､ 病変部の細胞の 性質を考える上
で極め て興味深 い ｡ 一 方､ 若年者にお い て 既 に血管壁 へ の月旨質蓄積は進行して い る と い
う報告(12)もあり ､ 動脈硬化の ｢治療+を考える場合､ 脂質蓄積を阻止す る よりも細胞 ･
組織からの月旨質除去を目標とす べ き で ある ｡ コ レ ス テ ロ ー ル 恒常性纏持機構を括性化し
て月旨質を除去す る方法は ､ 動脈硬化症治療法の新しい アプロ ー チ で あり ､ 効果 的な治療
法となり得る｡ こ の ような新規治療法開発 の為に ､ コ レス テ ロ ー ル 恒常性維持機構に つ
い て 明らか にす る こ とを目標とし, 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル量 の 変化 によ る各種月旨質代謝
関連因子の mR N A レベ ル の 変化を ヒ ト由来培養細胞で研究する こ と にした｡ そ こ で まず
培養細胞で の 各種mR N A レベ ル を 測定する 一 連の シス テ ム を確立し､ 月旨質代謝関連遺伝
子 の コ レ ス テ ロ ー ル によ る発現調節機序に つ い て検討した｡
高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症の 治療は動脈硬化症 の進展阻止 に有用と考えられて い る ｡ 現在
H M G- CoA redu cta s e阻害剤 が高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症治療 に最も効果 の あ る薬剤とし て 用
い られ て い る ｡ H M G- CoA r eductas岬書剤の作用機序は､ 肝細胞 にお ける コ レ ス テ ロ ー
ル 合成 阻害の フ ィ ー ドバ ッ ク効果と して発現 が増加す るL D Lre c eptorに よ る血 中L D L の取
り込み促進である(13). しか しなが らH MG-CoA redu ctas e阻害剤は肝細胞内 へ のID L取り
込み を増 やす為､ 肝 コ レ ス テ ロ ー ル 量 の 低下 は鈍 り ､ L D LI℃C eptO r誘導作用 は減弱され ､
血中 コ レ ス
ー
テ ロ - ル 低下作用も弱まる｡ こ の 為､ 強度の高 コ レス テ ロ ー ル 血症患者など
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で は ､ 陰イ オ ン 交換樹脂の ような作肘機序 の異なる肝臓 コ レステ ロ ー ル 低下薬との 併用
が必 要と なる が ､ こ れ に よ っ て も 十分 な効果 は得られな い(14)｡ こ0?ような患者で 血中
コ レ ス テ ロ ー ル
■
を 十分 に低下する ため に は ､ 肝 コ レ ス テ ロ ー ル 量 に 依存せ ず に肝L DL
r e c ept･or発現量 を増加す る必 要が あるo 著者は 一 連の 研究過程にお い て ､ ヒ トの 主要月旦汁
酸と して知ら れ るche n ode o xycholic acid(以 下C D C A)がL D Lre c eptor特異 的な m R N A発現誘
.
導作用 を有す る こと を発見した｡ そ こで CDC Aの 新規高脂血症治療剤リ ー ド化合物とし
て の 可能性を検討す る こ とに した｡
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第1章 L D Lの酸化 ･ 凝集と マ ク ロ フ ァ ー ジ ヘ の脂質蓄積能
血管壁 ､ 特に マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄穂 は粥状動脈硬化症 の初期 にみ られ る特徴的
な病変で あ る ｡ 脂質蓄穂機構 の解析は酸化変性L D Lお よ びそ の 特異的受容体の存在を仮
定したス カ ベ ン ジ ャ ー 経路仮説を中心 に研究が進められ て い る ｡ 一 方病変部に存在する
L D L の特徴的な変化とし て ､ 酸化的変性 に加え ､ 凝集が報告され て い る(7-9)｡ L D Lは ､
in vitr oで は ､ 機械的な刺激や酵素処理 に よ っ て 容易に凝集する ことが知られて い るが ､
こ れ らの 凝集L D Lはn ativ eなI D Lに比 べ て マ ク ロ フ ァ ー ジ に 取 り込 まれ､ 脂質 を蓄積しや
すい(10- ll)｡
最近Hoffら(15)と筆者 の グ ル ー.プ(1 6)は ､ それ ぞれ独自の実験系にお い て ､ 二 価 の 銅イ
オ ン に よ るL DLの酸化 の結果 ､ L D Lが凝集する こ とを報告 した｡ 鋼イ オ ン に よ るL D L の
酸化機構は､ Iipid hydr ope r o xide sの 金属触媒に よ る分解でal ko xylあ る い はpero xylラ ジ カ
ル が生成 される こと に より開始すると考えられ て い る(17-18)｡ 酸化L D Lは痛変 に存在す
る と報告されて い るが ､ in viv oで の 酸化機構が明らか で な い こ と から ､ 二 価の 鋼イ オ ン
に よる月旨質過酸化開始反応以外の 方法に よるu )L酸化が凝集を惹起する か検討する こ と
が必要と考えられる｡ 2,2-a z o-bi島(2- amidin opr op an e) ･ 2 H Cl(以下A A P H)は水溶性 ア ゾ開
始剤であり ､ 分解 に よ り二 分子 の 炭素中心ラ ジ カ ル を生成し酸素分子と反応後per o xylラ
ジカ ル を生 じ､ 脂質過酸化の連鎖反応を惹起する(19)0 A A P Hを用 い たL D L酸化 はすで に
い く つ か 報告されで い る(20,21)が ､ 系続的な研究 は報告さ れ て い な い ｡ さ ら にA A P Hに
よるL D Lの 凝集につ い て は報告はなく､ また この ように して生じた酸化u)L のマ ク ロ フ ァ ー
ジ へ の 脂質蓄積能に つ い て も報告され て い な い ｡ 本章で は ､ A A P Hに よ っ て 酸化された
L D Lが凝集 す るか否か ､ また生 じ た凝集L D L のマ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄積能を検討し
た｡
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1 .材料と方法
1 )L D L の調製と放射性125Ⅰに よる標識
10-12日間絶食 して 飼育した6-8カ月令の 雌性 日本自ウサギ (c s Kリサ ー チ パ ー ク) を ､
麻酔下 にE D T Aを抗凝固剤と して 用 い て 頚動脈から血液を採取した ｡ 採取した血液 は
2300xgで30分 ､ 4℃ に て遠心 し血祭を得た｡ LD L(比重:1.019-1.063) は ､ Ha v elらの 報告
(22)に従 っ て 調製 し た ｡ すな わち8℃ に てBe ckrn an社の70Tiロ ー タ ー を伺 い て ､ 臭化カ リ
ウム で比重を調整したウサ ギ血祭を50,000叩 m で18-20時間超遠心分離した｡ L D Lは分離
の後 ､ o.o1 % Na 3及 びo.o1 % E D T Aを含む生 理食塩水で透析し､ こ の L D Lをst｡ cks ｡Iuti｡n
と して 保存した｡ ID Lは以下 の 実験 の直前に ､ 2mM リ ン酸 一 水素ニ ナ トリ ウ ム を含む生
理食塩水 (以下bu脆r A) に透析し て 即 ､た ｡ 1 2 5トLPLはMcFarla n eに よ る原法(23)を改変
したBilheim erらの 方法(24)に従 っ て ､ [1 2 5Ⅰ]- NaIを用 い て 調製した｡ L D Lは標識反応後､
Sephade xG-25M を用 い たゲ ル ろ過法とbuffe rAで の 透析に より遊離【12 5Ⅰ]-Ⅰ2を除去した｡
2) L D L の酸化とリ ガ ン ドの 調製
L D Lはp B S中で各々 の 実験結果中 に示した濃度のA A P Hと37℃でin c ubatio nしf=｡ 経時変
化及びA A P H の膿度依存性を検討した実験で は ､ 酸化したL D L試料を ､ 以 下 に示した分
析方法に より直ち に分析した｡ リ ポ タ ン パ ク 質の 性質を比較す る為に ､ Cyn shiらの 方法
(16)に従 っ て ､ TSK G-5000P Wカ ラ ム を用∵ い た ゲル ろ 過法 (以下G P C法) や､ 各種リ. /if
タ ン パ ク 質を分社調製した ｡ 単量体型 酸化L D L(以下M O-LD L) 及び凝集体塾 酸化L D L
(以下AO-L D L) は与れぞれo･6ある い は6m M A A P Hと37℃ にて36時間in c ubatio nして酸化
した後､ G PC法で分離調製した｡ 単 一 の 酸化L D L試料か ら同時に単量体型と凝集体型を
分離調製す る為 に ､ L D Lを3 mM A A P Hと37℃で24時間in c ubatio nし酸化した後､ G P C法で
単量体画分 (以下 M O(3)-L D L) 及び凝集体画分 (以下AO(3)-L D L) に 分離した｡ ア セ チ
ル 化L D L(以下Ac-L D L) はBas uらの 報告(25)に ､ また マ レイ ル 化B SA (以下mB S A)
はButlerらの 報告(26)に従っ て ､ 各々 調製した｡
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3) リ ポタ ン パ ク質の 分析
各種リポ タ ン パ ク質の 性質は以下 に記した方法で分析した｡ 蛍光強度及び凝集率 (%)
は ､ G PC法によ る分離と同時 に測定した｡ 励起波長360n m､ 測定波長430n mで 蛍光強度
を測定し､ 排除容穣か ら分子量150 k Da相当 の 画分 にお け る蛍光強度の 総和を リ ポ タ ン
パ ク 質の 蛍光強度とした｡ 凝 集率は ､ 排除容積 か ら分子量4000 kDa相当 の 画分 を凝集体
画分とし､ 波長28 0n m にお ける凝集体画分の 紫外部吸収の 全画分の 紫外部吸収に対す る
割合と して算出 した｡ 還元剤存在下 に お けるS D S-P A G E(4-15 %ダ ラ ジ ュ ン ト ゲ ル ,
phar m acia) の 銀染色彼の aboBに相当する バ ン ドの ピ ー ク 面積をcyn shiらの 方法に従 っ て
測定 し ､ inta ctapoB量とした｡ 一 次元 アガ ロ - ス 電気泳動 (cibaComingDiagn o stic s) 後､
Fastrpd 7 Bで 染色し､ 移動度を測定し､ 電気泳動度(以下E M) としたo 脂質過酸化度は､
チ オパ ル ピ ッ - ル 酸反応生成物 (以下T B A RS) 量を波長532n mにおけ る吸光度を測定す
る こ と によ り測定した｡ なお標準物質と してtetra etho xypr opan eを用 い た ..ア ポリ ポ タ ン
パ ク 質中 の 遊離アミ ノ基量 は ､ 2,4,6-trinitr obe n ze n e-1-s ulfo nic a cidと の 反応性を ､ ロ イ シ
ン を標準物質と して用 い て測定した(27)｡ リ ポタ ン パク 質の 平均粒子径は ､ ア ル ゴ ン レ ー
ザ ー を光源と したsubmic r o nPardcleSiz er m odel 370(N ICO MP Particle SizingSyste m s)を 用
い ､ 動的光散乱法 に よ り ､ s elf-diffu sion ,c o efflCie ntを 測定し求め た. 沈降係数 は m odel
X L80分析用超遠心機(Beckm an)を用 い て ､ 沈降速度法に より測定した. 試料及び15 0m M
NaClを An -60Tiロ ー タ ー 中 の sta ndard do uble-se ctor c e nterpie c eに ア プ ラ イ 後 ､
10
,
00O(AO-L D L)ある い は50,000(他 の リ ポ タ ン パ ク質)TPm で20℃ に て運転 した｡ 試料
ある い は溶媒 (150mM NaCl) の280n mにお ける吸光度を5(A O-L D L)あ る い は3.5 (他の
リ ポタ ン パ ク質) 分間測定し､ 沈降係数を算出した｡ 脂質組成は ､ 酵素法 (和光純薬)
により定量し､ 算出した｡ タ ン パ ク質定量はB S Aを標準物質としたLo w ry法(28)に より行 っ
た｡
4) 培養細胞を用 い た実験
マ ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ は ､ cyn sbiらの 方法(16)に従 っ て Brew er-s 触 oglyc ola工ebro也
(Difc oLab.) を腹腔内投与した8-12週今 の 雌性IC Rマ ウ ス (C harle sRiv e rJapa n) か ら投
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与三 日後 に採取し､ 調製 した ｡ マ ル チ ウ エ ル プ レ ー トで2時間以上培養した後､ 以後の
ア ツ セ イ に用 い るの と同 じ培地で 洗浄 し ､ プ レ ー ト に残 っ た細胞を マ ク ロ フ て - ジと し
た｡
[1 2 5I]- L D Lあ る い は m odified L D Lの binding, cel as s ociation, degradation量 はGo)dstein らの
方法(29)に若干改変を加えて行 っ た｡ Binding量 は ､ 10 % F B S及び10mM Hepe s(pH 7.4)
を含むR P M ト1640培地 に[125Ⅰ]- L D Lを加えて4℃ に て2時間inc ubatio nした後､ 細胞をp B Sで
洗浄 し0.1 N NaO Hで溶解した後､ 放射活性を ガ ン マ カ ウ ンタ ー によ り測定して定量した｡
cella s s o ciatio n, degradation量 は ､ 10 %･F B Sを含むR P M I-1640培地 に[i 2 5Ⅰ]-L D Lを加え て37
℃ に て5時間incubation し た後 ､ 培 地 中 の 由chlo r o a c etic a cid-s oluble n o n-iodide放射活性
(degr ad
l
atio n) 及び細胞をo.1 N NaOHで 溶解した溶解液中の 放射活性 (cellass ociatio n)
を ガ ン マ カ ウ ン タ ー に よ り測定して定量したo 溶解液中の タ ン パ ク質量を定量したo
マ ウ ス 腹腔マ ク ロ フ ァ ー ジ の ス テ ロ ー ル 含量 はG ambleら(30)とHeiderら(31)の 方法に従っ
て測定した｡ 10 %lipopr otein deAcie nts er u m(以 下L P D S)を含むR P M I-1640培地1 miにリ ポ
タ ン パ ク 質50/J gを加 えて 37℃ に て 48時間inc ubatio nし た 後 ､ 細胞 をpBSで 洗 浄し
he x an e/is opr opan o1(3/2)で抽出 し､ 細胞は乾燥後o.1 N NaO Hで溶解した｡ 抽出液は窒素気
流下 で60℃ に て15分間乾燥後､ is opr opa n olで 溶解 し､ 遊離及び全 コ レ ス テ ロ
ー ル 量を ､
酵素一蛍光法に よ り測定 した｡ エ ス テ ル 化 コ レ ス テ ロ , - ル量 は仝 コ レ ス テ ロ ー ル 量カモら
遊離コ レス テ ロ ー ル 量を差 し引 い た値として算出した｡ また細胞溶解液からタ ン パ ク質
量を定量し､ タ ン パ ク 質あたりの コ レ ス テ ロ ー ル 量と して示した｡
2 .結果
1) A A P Hに よ るL D Lの 酸化と凝集
L D LをA A P Hとin cubadonするとT B A R S, E M, apoB フラ グメ ン テ ー シ ョ ン , マ ク ロ フ ァ ー
ジ による分解, 蛍光強度などの 酸化的変性 の指標はい ずれも増加した (Fig. 1) ｡ これら
の パ ラ メ ー タ ー は い ずれもinc ubatio n後1 2時間以内に変化 した｡ T B A R Sは3時間で ほ ぼ -
-7 -
定の 値となり ､ apoBは9F寺間で ほ ほ完全 に分解された. E M, マ ク ロ フ ァ ー ジ にrよ る分解,
蛍 光強度は12時間後まで 増加し､ その 後 は増加速 度が鈍 っ た ｡ こ の ような酸化変性の パ
ラ メ ー タ ー とは 異な り､ L D L の凝 集 はinc ubatio n後12時間以 降に 増加した ｡ こ の よ うに
A A P Hによ っ て 酸化したL D Lに は凝集塑 ､ 単量体型 の2種類が存在し､ L D L の凝集 は酸化
変性の後に起 こ る こと が明らか とな っ た ｡
2) 酸化L D L の凍集の濃度依存性
Fig. 2に示し たようにA A P Hの 濃度依存性 にL D L の蛍光強度は増大した｡ 歳集型の L DL
は高濃麓の A AP H処理 (2m M以上) にお い て の み認め られ た｡ 銅イオ ン に よる酸化で は ､
凝 集型 の 形 成 はL D L濃度に依存す る こ と が報告され て い る(16)｡ そ こ で種 々 の 濃度の
T･D Lを2 mM AAPHで処理した時の 凝集体形成に つ い て検討した｡ こ の 結果 ､ o. トI mg/hd
の L D L濃度で は ､ 凝集型の 比率は常に20 %程度で あり濃度依存性は認 め られなか っ た ｡
蛍光強度も同様にL D L渡度依存性 の変化は なか っ た ｡ こ の 理 由と して ､. u Lに村す る
A A P H の比 がu 池 波度の 増加に伴 い 減少し､ A A P H の酸化能が低下する ためと考えられた｡
そ こ で 次にL D Lに対するAAP Hの 比を 一 定に してI D L濃度を増加したo こ の 結果 ､ LD L濃
度の増加 に伴 い ､ 凝集型の 比率が増え､ ま た蛍光強度も増加した｡ こ れ らの こ とは ､ 凝
集体 の 形成に はL D L濃度が重要である こと を示 して い る ｡
3) 凝集塑およ び単量体型L D L の性質の検討
凝集型お よ び単量体型のt D L の性質を検討する為､ LD LをA A P Hで酸化した後､ G P C法
に よっ て 分離し､ 各々 の 画分を調製した. 単量体型 の酸化LD L､ MO-LDLは ､ 1mg/ml
L D Lをo.6 m M A A P Hと37℃ にて36時間反応させ た後､ native LD L(1000-2500 k Da)と 同 じ溶
出時間 の 画 分 を得 る こ と に よ り調製 した. 一 方凝集体塾 の 酸化L D L､ AO-L D Lは ､ 1
mg/ml L D Lを6 m M A A P Hと37℃ にて36時間反応させ た後､ 15,000 k Daより 大き い 分子量
範囲 の 画争を得る ことに よ り調製した｡ NativeLDLおよ びAc-L D Lは ､ G P Cに より分離 し､
MO-L D Lと同じ画分(1000-2500k Da)を得る こと によ
′
り調製した｡
Table l に示 した よう に ､ 単量体型L D L(以下M Na- L D L) の 平均粒子径お よ び沈降係数
は ヒ トL D Lで 報告(32,33)されて い る値と 一 致して い た｡ MO-L D Lの 平均粒子径お よ び沈
-8-
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Table 1･ C har a ctehstic s oflipopr oteins.
Me andia m eter
山
23.5 ±0.0
24
.1 ±0.4
23.5 士1.7
66.3 士7.0
Sedim e ntation
c o ef icie nt(S)
8.3 ±l.2
Notdo n e
10.5 ±l.2
55.1 ±4.0
TB A R S
吐 地
0.8 9 ±0
.
1
1.2 7 ±0.3 0
9 A 8 i:0.17
15.5 ±1.21
Fre e aminogr o up
+ 也
419 ±33
59 士4.
315 ±39
3 11 土14
Ele ctr opbo retc
聖 地
1 2
,9±0.7
31ド5±0.6
1 7.4 ±0.4
13.1 ±0.5
NativeL D L
Ac-L D L
MOrL D L
A O-L D L
L D Lat1 mg/hdw e re o xidiz ed wit･h0.6(M O- L D L)and 6(A O-L DL)mM A A P H fo r36 ho u rs
at 37
o
C･ Nativ e
,
a c etylated aJld o xidiz ed L D Ls w er e s eparated a nd c olle cted as
chro m atogr aphicfr actio n sby the G P Csystem a ndthe s ample s w er e a n alys ed a sdes c ribed
u nder
T'
M ateri als and Methods”･ The valu e s a rethe m e anj=S. D. of thre e experim e nts(T B A RS
valu es ar e也e m e a n±S. D. oftw o e xpe rim ents).
降係数はMNa-LD Lの それ と同 じであ っ た｡ A O- L D L の平均粒子径 はM O-L D L の約2.8倍 ､
沈降係数はM O-L D Lの 約6.6倍であ っ た｡ こ れらの 結果は ､ MO-L D Lが単量体でAO_L D Lが
凝集体 で ある こ とを示 して い る･｡ M O-L D LとA O-L D L の T B A RS値は ､ それ ぞれM NかL D L
の 約10お よ び17倍 であ っ た . A O-L D L の T B A R S億が MO- L DLの よ りも高 い こ と は ､
>
A O+L D Lを調製する際に用 い たAA P Hが6 mMで ある の に射しM O-L D Lはo.6 mM A A P Hで酸
･ 化反応を行 っ た こ と に よ る と考えられ る ｡ 単量体型の AcIL D L(以下 M Ac-L D L) の遊 離
ア ミ ノ基 の 量 はMNa- L DLの 約14 %であ っ た ｡ - 方MO-IDLとA()- L D Lの 遊離 ア ミ ノ 基量 は
ほぼ 同 じで ､ M Na- L D L の約75 %であ っ た ｡ M O-L D L の電気泳動度 (E M) はM Na-L D Lよ り
約34%高か っ た｡ AO-L D Lの 電気移動 パ タ ー ンは ス メ ア状であ っ たが ､ メ イ ン ピ ー ク の
位置は M Na-L D L のE Mよ りわずか に高か っ た ｡ こ れ らの 結果からM O- L D LとA O_L D L の性
質は粒子の大き
1
さ以外 の点でも異な っ て い る こ とが明らかとな っ た.
Table2にMO-L D LとA O-L D Lの 脂質組成を示したが ､ 両者の 組成 は若干異な っ て い た｡
MO-L D Lで はM N ん L D Lに比 べ トリ グリ セ ラ イ ドは減少し､ リ ン脂質は増加して い た ｡ -
-l l-
Table 2. Lipidc o mpo sitio n oflipopr otein s
Chole stervle ste r Fr e e cholester ol Triglvc eri de Pho sDholiDid
Nativ eL D L
M 0- L D L
1.19 ±0.14
1.02 ±0. 7
A O-L D L 0,78±0.06
0.3 9 ±0, 3 0.24 土0. 1 0.8 7±0. 5
0.34 ±0
.
3 0.20±0.2 0 0.77 ±0.05
0.44 ±0. 1 0.19±0.02 0.8 1±0. 2
Note. Datain mpg/mgpr olein･ Nativ eL DL a nd oxidiz ed L D Ls w ere prepared astable 1.
S ample s w e re analys ed by 也e e n zym atic as s ays asdes c ribed u nde r
=
M ateri als a nd
Methodst'. T he valu e s a r ethe m e a n±S. D. of thr e e e xpe rim e nts.
方A O-L D Lで はM N A-L D Lに比 べ コ レス テ ロ ー ル エ ス テ ル と トリ グリセ ラ イ ドと も に減少
して い た｡
4) 凝集型お よ び単量体型酸化LD L のマ ク ロ フ ァ ー ジに よる取り込み
MO_ およ びA O-L D L のマ ク ロ フ ァ ー ジ によ る取り込み を検討する 目的で ､ こ れら酸化u )L
の マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ るbinding, cella ss o ciatio n及 びdegrada也onに つ い て 比較検討した
(Fig. 3) ｡ マ ウ ス 腹腔マ ク ロ フ` ァ
- ジ は ､ M AG-L D Lと同様に ､ 両 酸化L D Lを結合し ､
取り込 み ､ 分解 した が ､ その 程度 は リ ガ ン ドに よ っ て 異 な っ て い た ｡ A O- L D Lの マ ク ロ
フ ァ ー ジ へ の 結合量はM O一 及びMAc-L D L の結合量よりも多か っ た｡ また い ず れの 変性
L D Lも5 0/ig/mlの リ ガ ン ド濃度で は その 結合は飽和されなか っ た o M O-L D LとN Ac- LDLの
マ ク ロ フ ァ ー ジ ヘ の ass o ciatio n量 は低 か っ た (3〃 g/mg/5h)
L が ､ A O-L D Lで は10/ig/mg/
5hと高 い a ss o ciatio n量 で あり1 0〃g/hd のリ ガ ン ド濃度で ほ ぼ飽和して い た ｡ 同様の 結果 ､
すなわちass o ciation量が単量体型と凝集体塑で大きく異 なる こ とは ､ 鋼イ オ ンで 酸化し
たLD Lで も報告されて い る ｡ Cella s s o ciatio n量は細胞内 に蓄積さjlる標識ア ポリ ポ タ ン パ
ク質量と考えられる｡ 強い 酸化変性を受けたI D Lはタ ン パ ク 質分解を受けにくく(34,35)､
こ の為A O-L DL のa ss o ciatio n量が高 い と考えられ る占 A O-LDLの マ ク ロ フ ァ ー ジに よ る分
解は20〃 g]miで ほ ぼ飽和して い た が ､ M O- L D LとN Ac-L DLで は50/ig/mi のリガ ン ド濃度で
も飽和して いなか っ た. A O-L D Lの マ ク ロ フ ァ ー ジによ る分解が飽和して い た こ と の 理
-12-
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Fig･ 3･ M o us eperito n ealm a cr ophage sbind , a ss o ciate and degrade three m odified
u5I- L D Ls･
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12 5
l- L DLsfわrtw ohour s at4
｡
c･
A fter w a shingwith P B S, c ells w er elys ed andradio activitywe re c o u nted(a)･ M a c r ophages w e re
in c ubated with v ario u s c o n c e ntr atio n s of m odified
125トL D Lsfo r5 ho u r s at37
8
c. After m edia
w er e r e m o v ed and c ells w e re w ashed, c ells wer elysed andthe r adio a ctivity w e re c o u nted(b)I
T richlo r o a c etic acid-s oluble n o n-iodide radio a ctivityin the m edia w e re c o u nted(c)A Thre e m odified
125
Ⅰ- L D Ls w e reAc-L D L(clo s ed cir cles), MO-LDL(ope n circles)and A O-L D L(ope n squ ar e s). T he
polntS r efertothe m e an s of duplic ate s a mple s.
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由として ､ 上 に述 べ たようにA O- L D Lが タ ン パ ク質分解を受けにく い 為と考えられる ｡
5) リ ポ タ ン パ ク質問の多重競合実験
各種変性L D L のマ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 結合 に つ い て より詳細 に検討する 目的で ､ 放射標
識した各種変性LDL のマ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 分解に対する各種 リ ガ ン ドの 影響を検討し
た (Fig. 4) 0 AO+一 DLは ､ 検討 した3種の1 25ト変性L D L の分解を ､ い ずれも ほ ぼ完全 に
抑制した｡ M Ac- L D LとM O- L D Lは ､ 125トM Ac-L D Lと125I- M O-L D Lそれ ぞれの 分解の み抑
制 した ｡ M Na-L D Lは い ずれ の 125ト変性 L D Lの 分 解 をも抑制 しな か っ た ｡ mB S Aは
125トMAc- L D Lと125l- MO-L D L の分解を抑制したが ､ 125Ⅰ-AO-L D L の分解は部分的に しか
抑制 し なか っ た ｡ こ れ らの 結果 か ら ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ によ る リ ガ ン ド認識が単 一 受容体
上で の 画 一 的な反応で はない 可能性が示唆された｡
Fig. 4に示 した 一 連の 競合実験で は ､ M O-L D LとAO-L D Lは異 なる酸化条件 で酸化 した
後､ 分離調製し､ 競合実験を行 っ た . Tablel に示し たよう に ､ MO-L D LとA O- L D L の酸
化 レ ベ ル は異な っ て おり､ 酸化の 程度が マ ク ロ フ ァ ー ジに よ る認識と相関する可能性も
考えられ た｡ そ こ で , 酸化 の 程度を合わ せ る 目的で ､ 3m M A A P Hで 酸化したL D Lあ る い
は125トL D LをG P Cで 単量体 (M O(3)-L D L) と擬集体 (A O(3)-L D L) に分け ､ こ れら を用
い て競合実験を行 っ た｡ table3に示 したように ､ M O(3)- L D Lは125トM O(3)- L D Lの 分 解を完
全 に抑制したが ､ 125トAO(3)-L D Lある い は125Ⅰ- M Ac-L D Lの 分解を部分的 に しか抑制で き
なか っ た ｡ 一 方A O(3)- LDLは125トM O(3)L m､ 1251- A O(3)-L D L､ 125l- M AcI L D Lの 分解を
い ず れも ､ ほぼ完全に抑制した｡ MO(3)-L D Lと
.
A O(3)-L D L の間の 競合パ タ ー ン はMO-L D L
とA O- LD L の場合と変わらなか っ た ｡ MO(3)七D LとM Ac-L D Lの間 の 競合 パ タ ー ン に は ､
M O-L DLとMAc- L D Lとの 場合 と は変化があ っ たが ､ そ の 原因はM O(3)- L D Lの酸化 レ ベ ル
が高か っ たため と考えられた｡
6) M O-L D LとA O-L D Lによ る マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の コ レ ス テ ロ ー ル 蓄積
M O_L D LとAO_L DLの マ ク ロ フ ァ ー ジの コ レス テ ロ ー ル蓄積に対する寄与を検討する為､
､
nAtiv eある い は各種変性L D Lを マ ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジと50/Lg血1で ､ 3 7℃ に て48時間
inc ubatio nし ､ 細胞の ス テ ロ ー ル 量を測定した｡ Fig. 5に示したように M Na- LDLとの
-14-
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Table 3. Cro ssc o mpetitio n of m odified L D L
125
I-1ipoproteindegr aded(pg/mg/5 ho u r s)
Co m etltO r
】25
トMO3 _L D L
)ユ5
I_ AO3 _L D L
I 25トAc_L D L
Nol e
Nativ eL D L
Ac-L D L
M O(3)-L D L
A O(3)-L D L
2.31 ±0. 6
2.36 ±0,42
i.21 ± 0. 6
1.0 0 ± 0. 2
0.96±0.ll
7.63 ±0.55
6.31 ±0.54
4.38±0.26
4.85 士0.26
2.99 ±0.32
5.33i:0.52
4.89 ±0. 3
2
.89 ±0.03
3.72 ±0. 0
1.75 ±0.50
L D Lo r125Ⅰ-L D Lat1 mg血Iw er e o xidiz ed wi也 3m M A A P Ha nd s epar ated by 山e
G P Csyste m into m o n o m eric (M O(3)-) a nd aggr egated (A O(3)-L D L) fo r m･
Rよdiolabeled(5 pg/ml)and u
'
nlabeled(250LLg/ml)thes elipopr otein s, Ac-LDL, aJld
n ativ eL D Lw er ein c ubated withm acr ophagesin R P M I-1 640co ntu nl ng1O % FBS for
5 ho u rs at3 7
o
C. TCA s oluble n o n-iodide radioa ctiv泊 esin m edia w er e me as ur ed.
T he v alu e s w e reth m e aJl±S. D. of duplic ate-s ample s.
inc ubationで は ､ リ ポ タ ン パ ク 質欠損培地 で のin c uba也o nの 場合と細胞の 遊離 コ レ ス テ ロ ー
ル量およ び コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 量ともに 同じであ っ たo M Ac-L D Lに よるin c ubatio nで
は ､ 細 胞内 コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル 量 が M Na-L D L の場 合 に比 べ 約5倍 で あ っ た ｡
M O-L D Lとのin c ubationで は ､ 細胞内 コ レ ス テ ロ - )I, エ ス テ ル量 がM Na- L D L の場 合 に比 べ
有意な増加を示 したが ､ 遊離 コ レ ス テ ロ ー ル 量 に ほ有意な差 はなか っ た｡ A O- L D Lは マ
ク ロ フ ァ ー ジとのin c ubatio nに よ り ､ 細胞の 速乾 コ レ ス テ ロ ー ル量お よび コ レ ス テ ロ ー ル
エ ス テ ル 量を ､ MNal DL の場合 に比 べ , そ れぞれ1.5倍及び1 0倍に増加した｡ こ れ らの
結果 は い ず れ の 酸化変性L D Lも マ ク ロ フ ァ ー ジ ヘ の コ レ ス テ ロ ー ル 蓄積 に寄与する こと
を示 した が ､ 特にAO -L D Lはそ の 寄与が大き い こ とが示された｡
3 .考察
こ こ に示 した 一 連の 結果か ら , 水溶性 ア ゾ化合物 によ る脂質過酸化反応に よ りL D Lが
-16-
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凝集し､ 凝集した酸化I D Lが マ クロ フ ァ ー.ジに大量に取り込まれ､ 大量の コ レ ス テ ロ
ー
ル エ ス テ ル を マ ク ロ フ ァ ー ジ に蓄積する こ とが明らかとな っ た｡
著者は ､ A A P Hで の L D L酸化の指標として ､ T B A RS､ 電気泳動度 (EM) ､ apoB フ ラ グ
メ ン テ ー シ ョ ン , マ ク ロ フ ァ ー ジ によ る分解, 蛍光強度を測定したが ､ こ れらの うち銅イ
オ ン によ る 酸化 にお ける変化と著しい 違 い が見られたの はT B A R S億で あ っ た｡ A A P Hの
場合､ TB A R Sはin c uba血 n開始後3時間で急激に増加したが ､ 以後は変化がなか っ た｡ こ
れに対 し鋼イ オ ン で は ､ T B A R Sの 増加は20時間以上 に もわたり増加し続叶､ 最大値で は
A A P H の約2倍であ っ た(17)0 LDL凝集が酸化的変性の結果生 じる ニ
ー
とが ､ 1) 鋼イオ ン
と は 全く異な る機序で酸化反応を開始す るA A P HがL D Lを凝集に導 い た こ と ､ 2) L D L
酸化の指標である TB A RS､ E M､ apoB フ ラ グ メ ン テ ー シ ョ ン , マ ク ロ フ ァ ー ジに よる分
解, 蛍光強度の 変化がL D L の凝集に先だ っ て起こ っ て い たこ と ､ 3) 凝集反応が酸化L D L
濃度に依存して い た こ と ､ 等か ら明らか にな っ た｡ In vivoで L D Lを凝集 に導く機構が既
-17-
に提案され て い る(ll,12)が ､ 今 概示した結果 か らL D L酸化も動脈硬化巣に お い て L D Lを
凝集に導く重要な ス テ ッ プにな る と考えら れ た｡ A A P Hは ラ ジ カ ル 生成 反応速度を温度
で制御可能か つ そ の 速度が既知で あ る こ とか ら ､ L D Lを凝集に導く際の酸化反応の 詳細
な検討に極め て有用な化合物と考えられ た｡
多重競合実験の結果 マ ク ロ フ ァ ー ジ によ る リ ガ ン ド認識は極め て複雑であ る こ とが考
えられた｡ 最も単純な解釈 で は ､ ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容体以外に2種の 受容体 の 存在 の想
定が必要 である｡ 2種のうちの 一 つ はMO-LDLとAO -L D Lを とも に認識す る もの ､ もう 一
つ は A O- L D Lしか認識し な い も の で あ る o Araiら(36)は銅イオ ン で 酸化 した L D Lと
ace叶 LD Lをリ ガ ン ドと した マ ウス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ を用 い た検討で著者と同様の結
果を得て ､ 受容体が複数存在す る可能性を示して い る . 一 方で Re e m anら(37)は や はり鋼
イオ ン で 酸化したL D Lとac etyl- L D Lをリ ガ ン ドと して ､ ウ シ の ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容体のⅠ
塑ある い はII塾をc H O細胞に発現させ て行 っ た競合実験で ､ マ ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ
を用い た場合と同様の結果を得た こ とを報告して い る ｡ こ れらの 報告から考察する と ､
競合力の違 い は リガ ン ドと受容体の結合様式の違 い に由来するもの であり､ 必 ずしもス
カ ベ ン ジ ャ ー 受容体以外の受容体を想定する必要は ない とも考えられる｡ しかしなが ら､
著者 らが用 い たリ ガ ン ドは ､ 上 に述 べ た報告とは異 な り酸化後のL D Lを更 に分画して お
り ､ 直接比較する こと は危険である｡ そ こ で今回得られた競合パ タ ー ン に つ い て以下 に
考察を加えて み た い o まず最初に MOL D LとA O-L D Lの 競合に つ い て考察する と ､ Fig. 4
8
.
ニ示し た様 にAO- L D Lは125I- M O-L D L のマ ク ロ フ ァ ー ジ によ る分解をほ ぼ完全 に阻害し
たが ､ MO- L D Lは125Ⅰ- A O-L D Lの 分解 を阻害 しなか っ た ｡ しか しな が ら こ の 実験で 用 い
た リ ガ ン ドは ､ M O⊥L D Lはo.6､ A O-LDLは6 mM のA A P Hを用 い て 酸化した後 ､ 分離 した
もの であり酸化 レ ベ ル は明 らか に異な っ て い る ｡ 酸化 レ ベ ル の 違い が受容体 へ の 戟和性
に影響す る こと は十分 に考えられ る ｡ そ こ で著者は ､ 3 mM A A P Hで 酸化したL D Lか ら単
量体と凝集体を同時 に分離調製し競合実験を行 っ たか､ 結果は 血1e3に示 した よう に先
･
に示したもの と特 に違 い はなか っ た ｡ 従 っ てA O-L D LとMO- L D Lの 競合にお い て は酸化 レ
ベ ル の 違 い よ りも凝集塑である こ とが マ ク ロ フ ァ ー ジに強い 親和性を示す原因と考えら
-18-
れ た｡ 次にM Ac-L D LとM O-L D Lが全く競合しなか っ た こ と に つ い て考察す る. 最近c D36
が酸化LD L の受容体であ ると の 報告(38)がある が ､ 興味深 い こと にC D36に結合す る酸化
レ ベ ル の 低い 酸化L D Lの 結合はAc- L DLによ る競合阻害を受けな い ｡ table3に示 し た よう
に ､ 単量体型の酸イ比D Lで も､ MO(3)L D LはM Ac- LD Lと競合するがMO-L D Lは競合しなか っ
た ｡ こ の こ とはAc-L DLが結合で きな い 様なタイ プの 受容体が マ ク ロ フ ァ ー ジ に存在し､
酸化程度の低 い 酸化L D Lは こ れ に親和性を持 っ て い ると考えら れ ､ その 受容体と して
c D 36を想定する ことも可能である ｡ 最後にA O-L D Lは125I- M Ac-L D Lの分解を阻害するが ､
M AG-LDLは125ト A O(3)-L D Lの 分解を阻害しなか っ た原因として ､ リ ガ ン ドと受容体の双
方が多重結合部位を有すると い う可能性 があ る ｡ 著者は ､ ウ シ ス カ ベ ン ジ ャ ー 受容体Ⅰ
塾 の 変異体を用 い た研究でAc-L D Lと酸化I D Lの 受容体上 の結合部位が若干異な る こ とを
Doiらと報告(39)した｡ さらにAO- LD Lは凝集体であり ､ リ ガ ン ド上 の 受容体結合部位は
複数である可能性もある｡ こ の よう に多重結合部位を想定する ことに よ り ､ M AG-L D Lあ
る い はh40 -L D LとAO-L D Lの 間の 複雑な競合関係を説明する こ とも可能である.
酸化L D Lは マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄積 に寄与する こ とが知られて い る が ､ 凝 集塑 の
酸化L D Lが単量体の酸化L D Lより高 い月旨質蓄積能を持つ こ とが明らか にな っ た｡ また各
種変性L D Lとのin c ubatio n48時間後に測定した コ レス テ ロ ー ル蓄積量(totalchole ster ol) は ､
125Ⅰ標 識 した変性L D L のc ellas s o ciatio n, degr adatio n量 か ら予 測さ れた値 (chole steryl
lin ole ateと し て算申した) とほ ぼ 一 致 し た (Ac-LD L= 460, M O-L D L=280, Ao- L D L=73 0
n m ol血g〃8 h) 0
酸化L D L特 にAO- L D Lと のin c ubation終了後 の 細胞内 ス テ ロ ー ル の 組成 はL D Lと の
in c ubatio n終了後 の組成とはかなり異な っ て い た ｡ AO-L D Lで は道雄 コ レ ス テ ロ ー ル の 蓄
積がL D Lよ り多く､ コ レ ス テ ロ ー ル エ ス テ ル の 蓄積もM Ac-L D Lより多か っ た｡ M Ac- L D L
に よ っ て蓄積した コ レス テ ロ ー ル の 大部分 は エ ス テ ル体であ っ た ｡ こ の こ とは ､ マ ク ロ
フ ァ ー ジ で は過剰の 遊離 コ レ ス テ ロ ー ル がa cylCoA:chole ster olacyltr an s良r as eに よ っ て 急速
に エ ス テ ル化され る ため と考えられた｡ 一 方Åo-L D Lは細胞に取り込まれ ても分解され
にくく ､ 速 乾コ レ ス テ ロ -
.
ル の 蓄積が多か っ たo 土の結果 は ､ マ ク ロ フ ァ ー ジで は銅イ
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オ ン で酸化したL D LはAc-L D Lとは別の 経路で 処理され遊牲 コ レ ス テ ロ - ル を蓄積す る と
した報告(35)と ､ よく 一 致して い た ｡ なおA O-L D Lに よ る コ'レ ス テ ロ - ル 蓄積に遊離コ レ
ス テ ロ ー ル が多 い 理由と して ､ A O-L D L中の 遊離コ レ ス テ ロ ∴ ル 存在比が高 い こ と も考
えられる ｡
-2 0-
第2章 コ レ ス テ ロ ー ル に よ る脂質代謝関連因子発現調節機序
幅広 い 年齢層の 血管壁を検討 した結果か ら 血管壁 へ の 脂質蓄積はか なり若年齢か ら進
行して い る こ とが知られて い る (12) ｡ 従 っ て動脈硬化の ｢治療+ を考え る場合､ 脂質
蓄積を阻止す る よりも細胞 ･ 組織か らの 脂質除去 がよ り有効な治療法と考えらゴ1るo 通
常 ､ 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル は ､ 厳密な調節機構に より 一 定に保たれて い る ｡ 病変部の 細
胞にお い て コ レ ス テ ロ ー ル 恒常性維持機構が機能して い る か どうか不明 である が ､ コ レ
ス テ ロ ー ル恒常性椎持機構を活性化して月旨質を除去する方法は､ 動脈硬化症治療法へ の
新し い ア プロ ー チ で りあり ､ 効果的な治療放となり得る｡ 従 っ て細胞の コ レ ス テ ロ ー ル
恒常性維持機構と し て の 脂質代謝関連因子発現調節に つ い て 分子 レ ベ ル で 明 らか にする
こ とば重要である｡
こ の よう な観点からの研究方法として ､ ヒ ト由来培養細胞を用 い ､ 種々 の 培養条件下
で の 各種mR N Aレ ベ ル を 解析する こ と に した ｡ しか し､ 様々 な培養条件下で の 反応 を観
察する ためには､ 高感度で定量性の高い mR N A測定法を用 い ､ しかも多くの試料を調製 ･
処理 できる シ ス テ ム の碍築が必要で ある o そ こ でまずR N A調製 からmR N A定量ま で を 一
っ の シス テ ム と して最適化する こ と にした｡ 最適化に は､ 細胞の コ レス テ ロ ー ル 量に よ
る発現調節 がよ く知られて い るL D Lr e c epto rおよ び各種 コ レス テ ロ ー ル 合成酵素mR NAを
用 い た｡ こ こ で確立 した シス テ ム を用 い て ､ 1) コ レス テ ロ ー ル によ るLDLrec eptorおよ
び コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素発現の協調的調節､ 2) L D Lre c eptor発現 の コ レ ス テ ロ ー ル応
答性調節を担う転写因子とされるste r olregulatoryele m e ntbinding pr otein(以下SREB P)の コ
レス テ ロ ー ル応 答性発現に おける役割､ .3)月旨肪酸合成酵素の
コ レス テ ロ ー ル に よ る発
現調節､ に つ い て検討した｡
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第1節 コ レ ス テ ロ ー ル によるL D Lrecepto rお よび コ レ ス テ ロ ー ル合成酵
素発現 の協調的調節
L D Lr e c epto rお よ び各種コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素は ､ い わゆ る コ レ ス テ ロ ー ル 応答性 因
子と して細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 量に よ りそ の 活性が フ ィ ー ドバ ッ ク調節を受ける こ とが
知られて い る(32)｡ 各種の コ レス テ ロ ー ル 代謝 関連因子の.遺伝子ク
ロ ー ン化が進む に つ
れ ､ 多くの 因子が コ レ ス テ ロ ー ル 応答性に遺伝子発現が調節されて い る こ とが明らか に
な っ て きた｡ な かで もL D Lr e c epto r(40), H MG- CoA redu cta s e(41)とH MG-CoA syntha s e(4 2)
は ､ Br o w nとGoldstein らの 先駆的な研究によ りス テ ロ ー ル 応答性 に関わ る メ カ ニ ズ ム の
解明が最も進ん で い る ｡ 著者は ､ 高感度か つ 高定量性 の多試料mR N A測定シ ス テ ム 構築
にあたり ､ こ の 3因子 を材料に実験系の妥当性を確認する こ とに した｡ さ らに ､ こ れら
の 因子 に加え コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素 の 中で す で に ヒ トcD N Aが ク ロ ー ン化され て い る
m e v alonatekin ase(43),fa m e sylpyr opho sphate synthas e(44)お よ びsqu ale n e synthas e(45)の3種の
mRN Aに つ い て も測定法を確立し､ L D Lr e c epto r, H M G- CoA r edu ctBLS eとH M G-CoA syntha s e
にみ られ るノコ レ ス テ ロ
- ル 応答性の遺伝子発現が コ レ ス テ ロ ー ル 合成系全体 にわた り協
調的に調節される可能性に う い て検討した｡
1 .材料と方法
1) 細胞培養
ヒ ト肝芽腫由来 の細胞株であるHepG 2細胞(A T C C)は10 % F B Sを含むDulbec c o
'
s m odi 鮎d
Eagle s m ediu m(以 下DM E M)で培養した. 細胞 は6w ellplateに1 w ellあたり5xlO5c ellsの 濃度
で播き72時間培養した｡ こ の 時点 (o h) で ､ あ る い はc o mpa c血 存在 ､ 非存在下 に10 %
l
lipoproteindeficie nts e r u m(以 下 LP D S)を含むD M E Mに増地で指定時間in c ubation した後 ､
､
m RNA レ ベ ル を測定した. なお対照群 の 細胞は10 %F B Sを含むD M E Mで指定時間培養し
た｡ in c ubatio山寺間終了後､ 培養液は吸引除去し1w ellあたりISO GE N(ニ ッ ポ ン ジ
'
- ン)lml
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Table4. Su m m ary ofpn m e rpalrS u s edto m ake CD N Aas ate mplate ofribopr obe prepar atio n
Pr obe s ' Prim er(Fo r w a rd) Prim e r(Ba ckw ard) Siz e
iL
(nl)
H MG S 5'･576TAT G C C C T G GTA GT TG C A G GA 5L)7-3- 5'-867TTG C C TC m CTG CACTG G848,3- 29 2
H M GR 5
'
-
54bTA C AT G T C A G G G GT ACGTC5(15-3
■
MK 5J 39T C AT G GAG A A C ATG C C G T G GI58･3J
FP P S 5リ081A Aん m G G C A CTGAC A T C CAG Gl103･3■
SQ S 5'･2TG GAGIT C G T GAA A T G C C T｢G22･3■
L D L R5-J218G C A C G A G GTCA G AGA TG1236･3t
G A P D H5
-
･
9 63T G C C CTCA AC G A C C ACm G982-3
■
5㌧7
')2T CAA G C CTA GAGAC AT A T C A T C77l･3' 247
5
I
･
3 83G CA A G C CT G CAAC TCC mAG362･3
事 ･ 245
5
.
-
1 3 17G G GT G CT G C G TAC T GT TC AAT G1296-3' 237
5
.
-
3 31A C C G C C A G T CT G GTT G TA AA G310-3' 3 30
5
1J515G C C CIT G GTATC C G C A ACGI4
C)6
-3
' 298
5
'
112 45GA TG G T A C ATG C AAG GTG C G G1224･3
●
283
Supe rs c riptsindic ate the n u cle otide n u mber ofthe CD NAfo rhu m an e n zym e s and r e c eptor.
Nu cle otide #1 is the A of the AT Gcodon that e n codes theinitiation m ethionlnein e ach
CD N A. Eachprl m erPalr andtotal R N Apr epar ed fr o mHepG 2c ells w as mix ed a nd the
CDNA fr agm e ntw as amplified byR T-PCR･ Thede sir ed fr agm e nt w a sin se rtedinto pCR
rr M
II
ve cto r and thelin e arizedplas midw a s u s ed fo r[
32
p]cR N A ri bopr obepr epa r atio n a sde scri bed
u nde r Methods. H MGS, H M G-CoA synthas e; H M G R, H M G-CoA r edu cta s e
.
,
M K
,
m evムo n atekin as e;FP P S, far n e sylbyr opho sphate synthas e･, SQS, squ ale n e synthas e;L D L R,
lo wde n sltylipopr otein r e c epto r
･
, G A P D H, glyc e ral dehyde-3-pho sphatedehydr oge n a s e･
a
Siz e
protected &o mRNa s e.
を加え ､ メ ー カ ー 指定の 方法に従 っ て細晦からtotal R N Aを調製 した｡
2) リ ボプロ ー ブ調製方法
3 2p標識R N Aプロ ー ブを調製する ため にcD N A フラ グメ ン トをpc RIIベ ク タ ー で ク ロ ー
ン化した｡ Table4にcD N Aフ ラ グメ ン ト調製に用 い た プライ マ ー ペ アを示した｡ cD N A フ
ラ グメ ン ト は ､ Hep G 2細胞か ら調製したtotal R N Aか らGe n eA mpR N A P C R(Perkin-Elm er)
キッ トを用 いR T-P C R法で作成した｡ cDNA フラ グメ ン トはpC RIIベ ク タ ー に組込み ク ロ ー
ン化 した後､ ジデオ キシ法を用 い て塩基配列を確認したo プラ ス ミ ドは増幅した後Hin9
ⅠⅠⅠある い はx baIで切断し直鎖とし､ こ れを鋳型 に用い てRiboprobe GeminiII kit(Prom ega)
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でT7ま たはs p6 R N Aポリ メ ラ ー ゼ と【a - 3 2p]u T P(Am e rsha m)に よりcR N Åを合成した. 転
写産物は フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホル ム ･ イ ソ ア ミ ル ア ル コ ー ル抽出の 後､ ハ イ プリ ダイ ゼ -
シ ョ ン に 伺 い た ｡
3) R Nas eプロ テ ク シ ョ ン法 (以下R P A)
R P AはR P AIIキ ッ ト (Ambion) を用 い ､ メ ー カ ー の 指定 した 方法 に従 っ て 行 っ た ｡
Fig. 6に示し たよう に ､ I-otal R N A量 を40/Lgまで増量 し､ ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ ン に過剰
量の プ ロ ー ブが入 っ て い る こ とを確認した｡ こ の 結果か ち ､ 以後の 実験で はbtal R N Aは
5-10
′
′∠ gを用 い た｡ ま た効率的にm R N Aレ ベ ル を測定する ために ､ 2 つ の 異なる長 さの プ
ロ ー ブ ( 例; LDL r e cepto r ＋HMG - CoA redu cta se, H M G- CoA syntha se ＋ m e valonate kin as e,
squ alepe syntha s e ＋あ る い はfar n e sylpyr opho sphate syntha s e ＋GA P D H) を 同時 に用 い た o ハ
イ プリ ダイ ゼ - シ ョ ン溶液中でtotal R N As ampleとプ ロ ー ブ を混ぜ ､ 95℃ で5分 間熱変性
し､ 55℃ に て 一 夜放置し､ ハ イプ リ ダイ ゼ - シ ョ ン した ｡ 試料に10倍希釈したR Nas eA
(25 0u nits/ml)及 びR Na s eT l(15,000tmits/ml)を加え3 7℃ で30分in c ubadonし た｡ R Nas e処 理
し た試料は遠心分柾 に より沈殿し､ 沈殿 をgello adingbu飽rに溶解後 ､ 8 M尿素を含む
3.5 %ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ)I,電気泳動で解析 した ｡ ゲ ル は80℃ で乾燥後im aging plate
(Fuji Film)に3時間e xpos eし､ 相 当す る バ ン ドの 放射活性をim aging an alyz er(B A S 2000, Fuji
Film)でphoto stihl ulatedchemilumin esc e n c eと して測定した｡ 得 られたデ ー タ はGA PD H含量
とプロ ー ブ中の uridin e含量 で補正した｡ Fig. 7､ 8で は ､ 各々 の mR N A量 を対照群に 対す
る パ ー セ ン トで示した｡
2 . 結果と考察
R P Aは ､ No他 e mblot.ting法に比 べ ､ 処 理時間が短 い こ と と検出感度が高 い こ とが報告
され て い る(46)｡ 著者 は ､ コ レ ス テ ロ ー ル 代謝に 関わ る 因子 の mR N Aレ ベ ル で の 調節 を
検討する 目的には ､ 定量性が寓く多検体を同時に処理できるR P Aが適して い ると考えた｡
またR P Aは感度が高い ため ､ 試料 と し て はtotal R N Aで十分で あり ､ mR N A調製段階で生
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じ る ア ー テ ィ フ ァ ク ト を極力減 らす こ と が で き る ｡ さ ら にtotal R N A調 製法 に
c ho m c zyn skiによ っ て 開発 され た グア ニ ジ ン チ オ シ ア ネ
- ト法の 変法(47)を伺 い て 培養細
胞からのtotalRN A調製 を簡便 に し ､ 多数の 試料を 一 度に処 理で き る よう に した｡
次 にR PA の定量性 に つ い て ､ 上 に述 べ た調製法で得た試料を用 い て検討した｡ R P Aで
は溶液中で プロ ー ブ と タ ー ゲ ッ ト mR N Aの ハ イ プ リ ダイゼ - シ ョ ン を行うが ､ こ の 時の
プロ ー ブ量がmR N Aに比 べ 過剰かどうかを ､ まず検討した. total R N AはL P DS及び1/i M
c o mpa cdn存在下で培養したHepG2細胞から調製したもの を用 い た｡ Fig. 6AにR P Aで 得ら
れた各 バ ン ドの パ タ ー ンを示した ｡ 過剰 の プロ ー ブ はR Na s eA及びTlに よ っ て 完全 に消
化され た｡ またFig. 6Bに示 した よう に ､ 用 い た全 て の プロ ー ブ で ､ total R N A 20/j gまで
は ､ R叩A量 に直線的 に比例し てP S Lで 示し た放射活性すなわち mR N A量 は増加した｡
Squalene synthas eの み40/igで 飽和したが ､ 他の もの に つ い て は40/1gで も直線的な増加を
示した｡ こ の 結果､ コ レ ス テ ロ ー ル 欠乏時でもtotal R N A量 が20/Lgまで であれ ば極め て
高 い 定量性がある こ とが確認され た｡ なお10 %.F B S存在下 に培養した細胞からのR N Aを
用 い た 場合はsquale n e synthas eを含 む全 て の タ ー ゲ ッ トmR N Aは ､ 40/Lgまで 直線的な比
例関係を得た. こ れ らの 結果を踏まえて ､ 以下の 実験で はtotal RNA5-10/Lgを用 い る こ
と に した｡
上む土述 べ たR N A調製法で は6 w ellplateで培養したHepG 2細胞の場合1 w e11あたり約50/ig
のtotal R N Aを 回収で き る｡ ま たR P Aで は プロ ー ブ の サ イ ズ を変え る こ と に よ り複数の
mR N A種の 同時定量が可能なの で ､ 一 回の 調製試料で多種類の mR N A定量 が可能 と･ な っ
た｡ こ れ に よ り種々 の 培養条件に お ける各種mR N Aレ ベ ル を迅速に定量で きる シ ス テム
が確立された｡
本法を用 い ､ 通常の 培養条件 にお けるHepG 2細胞の 各種 コ レ ス テ ロ ー ル 代謝関連因子
m R N Aレ ベ ル を 測定 した ｡ こ の 結果 ､ Fig. 7に 示 し た よ う に ､ H M G- CoA synthas e,
H M G- CoA r edu cta s e, m e valo n ate kin as eの mR N Aレ ベ ル は 払 m esylpyr opho sphate synthase,
squ ale n e syntha s e及 びL D Lre c eptorの mR N Aレ ベ ル に比 べ ､ 低 い こ とが明らか とな っ た o こ
の 結果 は10 % F B S存在下で は ､ コ レ不テ ロ - ル 合成経路の 上 流に位置する酵素 は コ レ ス
ー26-
テ ロ - ル によ る 発現抑制が より強くかか っ て い る 可能性を示して い る c. しか し･ 一 方で プ
ロ モ ー タ ー 活性の 強さや m R N A安定性 の 遠い 等が寄与して い る可能性も考えら.れた｡ 次
に外因性の コ レ ス テ ロ ー ルを欠乏させ る こ と による各種mR N A レベ ル の 変動を検討した｡
HepG2 細胞を10 % L P D S存在下8時間培養 した後 に調製し たtotal R N Aに つ い て ､
H M G- CoA synthas e･ H M G-CoA r edu cta se, m e v alonatekinas e, fa m e sylpyr opho sphate synthas e,
squ ale n e syntha s e及 びL D Lr e c eptorの mR N A量を測定した. こ の 結果Fig. 8に 示 したようにl
い ずれの mR N Aも ､ コ レ ス テ ロ ー ル 欠乏 に より1.5-3.5倍の mR N A増加を認め た｡
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Fig･ 7. m R N A le v els ofcholeste r ol bio syntbe sis e n zym e s a nd L D Lre c eptor e xpr e sed in HepG2
cells c ultu r ed in D M E Ms upplem e nted with lO % F C S. HepG 2c ells w ereplated at adensityof 5x
10
5
c ells pe r w ell in6 w ellplates and in c ubated fo r72 h･ TotalR N Aw asis olated aJld individual
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Fig.6.
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10 %LPD Sに 加え1/J M c o mpa ctinを 捌口した培地 で は ､ 更 にmR N A量 は増加した｡ 特 に
H M G- CoA synthas e, H M G
- CoA r edu ctase及びm e valo n atekin aseで はそ の 程度が大きか っ た ｡
co mpa ctin添加に よ るm R N A増 加は ､ far n e sylpyr opho sphate syntha s eやH M G- CoA r educta se
で は既 に報告 さ れ て い る(48,4 9)｡ こ の こ と は こ れらの 酵素の mR N Aレ ベ ル が ､ ス テ ロ ー
ル だけで なく ､ 非ス テ ロ ー ル 代謝産物に よ っ て も調節され て い る こ とを示唆して い る ｡
Fig. 9に ､ コ レ ス テ ロ
ー ル 欠乏処理後の mRNA レ ベ ル の 経時変化を測定 した結果を示し
たo コ レ ス テ ロ ー ル 欠乏処理は ､ 10 % LP D Sと1〃 M co mp
-
a ctinを揺加したD M E培地
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でin cubatio nする こ と に より行 っ た｡ HM G-CoA synthas eとm e v alo n alekin as eの mR N Aレ ベ ル
はinc ubation後6時間で 最大に な り以後減少し､ 48時間後に はbas alの 約2倍 であ っ た ｡
＼
HMG-CoA redu ct.a s°, farn e sylpyr opho sphate syntha s e, squale n e syntha s eの mR N Aレ ベ ル は い
ずれ もinc ubatio n後1 2時間で最大になり以後減少する と いう パ タ ー ン を示 した｡ こ の よう
な 一 過性の 増加と以後の 減少と い う パ タ ー ン をと る原因に つ い て は不明で ある が ､ 今後
転写油性や mR N A の安定性 に つ い て検討する ことで 解決の糸口が み つ かる であ ろう｡ -
l
方LD Lr e c epto rの mR N Aは こ の ような パ タ ー ン とは異なり､ in c ubatio n後48時間まで増加し
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の
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続ける と い うパ タ ー ン をと っ た｡ 以上 の ように コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素群とL D Lr e c epto r
mR N Aはほ ぼ 同時に増加し､ そ の 増加は協調的な調節機構も土よ る と思われ た｡ しか し増
加後の 変化 に は違 い が み ら れた ｡ H MG -CoA redu ct･a s e, H MG - CoA syntba se, L D Lr e c ept.or
mR N Aの 細胞内 コ レス テ ロ ー ル 低下 に対応した協調的な変化は既 に報告されて おり(5 0)､
今回 の 結 果 は こ れ と よ く 一 致 し て い た . 更 に m e valo n atekin a s e,far n e sylpyr opho sphate
syntha占eやsqualene synthas eと い っ た他 の コ レ ス テ ロ
ー ル 生合 成糸酵素に つ い て も ､ コ レ
ス テ ロ ー ル 欠乏 に村応して協調的に調節されて い た ｡ こ め こ とは こ れら の 因子が共通 の
調節機序で制御されて い る可能性を示唆して い る ｡
以上 に 示 したよう に ､ 本法を用 い る こ と によ り多種の mR N Aを同時に定量する こ とが
可能とな っ た｡ また コ レ ス テロ ー ル 合成酵素群とL D Lr e c epto r mR N Aが細胞内 コ レ ス テ
ロ ー ル量 によ り協調的 に調節される こ とが明らかと な っ た｡
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第2節 コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子発現調節におけるSR E B P-1ailb,1c及
びsREB P-2の役割
前節 に示した結果からも明らか なように ､ 細胞内コ レス テ ロ ー ル の 恒常性維持の為に ,
コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素やL D Lre c epto rの mR N A レベ ル は協調的に調節され て い る ｡ こ の
調節は各遺伝子の プロ モ ー タ ー 領域 にある ス テ ロ ー ル 応答性 エ レメ ン ト (以下s R E) と
この エ レメ ン トに関与する タン パ ク質によ っ て 制御されて い ると考えられ てきた(5ト56)0
L D Lre c epto r遺伝子上流にある ス テ ロ ー ル 応答性 エ レメ ン ト､ S R E-1に結合す る タ ン パ ク
質が精製さ れ ､ S R E-1binding pr otein (S R E B P) と命名された(57,58)｡ 更に こ の タ ン パ ク
質のcDNAが ク ロ ー ン 化された結果 ､ S RBB Pに は相同性は高 い が 異なる配列からなる2つ
の 型 ､ すな わちs R E B P-1とs R E B P-2がある こ とが明らか にな っ た(59,60)｡ またs R E B P-1
には5-と3一にお けるオ ル タネイ テ ィ ブ ス プラ イ シ ン グによ っ て3種類の ア イ ソ フ ォ ー ム が
生 じる こ とが報告され た ｡ しか しなが ら､ こ れ らの 生理的な役割の遠い に つ い て は明ら
か にされて い な い ｡ 最近 ､ 細胞コ レ ス テ ロ ー ル が欠乏すると特異的プロ テ ア ー ゼ が活性
化され ､ 小胞体 に存在する125k DAの 膜結合型s R E B P のうち細胞質側 にあ るD N A結合領域
を含むN端側 の 約68k Daが切 り離されて核内に移行し転写を活性化す る ､ と い う仮説が
提唱された(61)｡ さ ら に核 に移行 したs R E B P-1の N端の 分解が カ ル パ イ ン 阻害剤である
N- a c etyl-le u cyl-1eycyトn orle u cyn al (以下A L L N) に よ っ て 阻害され､ HM G- CoA合成酵素の
mR N Aが増加する こ とが報告された(61)
-
.
s R E BPは細胞の コ レ ス テ ロ ー ル 恒常性椎持機構の 中枢部で機能して い る可能性が帝い ｡
そ こ で ヒ ト細胞 で の コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル調節機構におけるS R E甲sの 役割を明らか に
す る 目的で ､ コ レ ス テ ロ ー ル によ る各種s R E B P のmR N Aレ ベ ル の 変化を検討し た｡ また
A L L Nによ る核内s R E B P量増加が コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素及びL D Lre c epto rの 協調的発現
を活性化するか検討した｡
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1 .材料と方法
1) 細胞培養
. HepG 2細胞の 培養は前節に記した方法で行 っ た｡ 細胞 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル 低 下 は ､
培地を1/i M Co mpa ctinお よ び10 %L P DSを含むD M E Mに 換え て 培養 した｡ A L L Nに よ る
s R E B P分解阻害の効果を検討する為 に ､ HepG2細胞を40/ig/ml A L L Nを 含むD M E Mで 培
養した｡ I.otal R N Aは前節と同様 にIS O G E Nを用 い て 調製 した ｡
2) リ ボプロ ー ブ調製方法
32p標識R N Aプロ ー ブを調製す る ため にcD N A フラ グメ ン トをpc RIIベ ク タ ー で ク ロ ー
ン 化 した. cD N A フラ グメ ン トはHepG 2細胞 か ら調製 したtotal R N AからR T-P C R法で作
成した｡ 増幅したcD N A フラタメ -(トは (開始 コ ドン の Aを1 と して表す) ､ SR E B P-1a:
338 6-3 625
,
S R E B P-l〟b(F 7 B 2):69-262, S R E B P- 1c(FOB 2): -4-190, S R E B P-2: 1955-2274で
あ っ た｡ こ れら の プラス ミ ドを用い て ､ 前項で述 べ た方法でcR N Aを合成し ､ フ ェ ノ ー
ル ･ ク ロ ロ ホル ム ･ イ ソ アミ ル ア ル コ ー ル 抽出の後､ ハ イプリ ダイゼ - シ ョ ン に用 い た ｡
3) RP A
RP AはR P AIIキ ッ ト (Ambio n) を用 い ､ 前節と同様の 方法で行 っ た ｡
4) 統計処理
コ レス テ ロ ー ル 低下群の コ レ ス テ ロ ー ル 低下処理前と処理後の統計学的有意差は､ 一
元分散分析とDu m etのt検定を用 い て 検定した｡ またAL L N処理群と非処理群の 間の統計
学的有意差は､ stude ntのt検定を用 い て検定した｡ 全て の実験はtriphc ateで行 っ た｡
2 .結果と考察
1) 越 生虹辿遡 吐立聖堂盈
Fig. 10 AにS R E B P-1a,1b,1cの 構造を示した ｡ 各々 の 生 理的な重要性に つ い て 検討する
ため に ､ HepG2細胞で の アイ ソ フ ォ ー ム 毎の 発現 の 遠 い に つ い て検討した ｡ 肝 臓 は コ レ
ス テ ロ ー ル 代謝の 中心的な臓器でありHepG 2細胞 は コ レ ス テ ロ ー ル 代謝 に つ い て 最も調
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ベ られ て い る ヒ ト由来の細胞株である(62)ことか ら ､ 本細胞を用 い る こ と に した｡ まず
衆初にHep G2細胞のtotal R N Aか ら2種の cD N A､ F7 B 2(S R EB P-1aおよ び1bに特異 的な5
'
側配列) とFO B 2(
l
sR EBP-1cに特異的な5-側配列) をR T-P C R法で増幅した (Fig. 10 B) 0
こ れらを プロ ー ブ と してR P Aで m RNA レベ ル を測定す る こと に より ､ 5-側の オ ル タ ネイ
テ ィ ブ ス プライ シ ン グ に よ り生 じる アイ ソ フ ォ ー ム を分別 して ､ しかも 同時に定量する
こ と に した｡ しかしこ れらの プロ ー ブ で はs R E B P-1aと1b分離定量で きな い の で ､ 両者
l
の 総量をsR E B P-1a/bと して測定 した｡ 通常の 培養条件 で培養したHepG 2細胞か ら採取し
たtotal R N Aを用 い たRP Aで は どち らの プ ロ ー ブ を用 い ても 2本の バ ン ドを認め ら れた
(Fig. 10 C) ｡ オル タネイテ ィ ブス プライ シ ン グに より生 じる相同性の遠 い から､ プロ
ー
ブF7 B 2を用 い た際に上 のba ndはs REI∋P-1a/bで 下 の bandは1c ､ プ ロ ー ブFO B 2 の場合 は上
のbandがs R E B P-1cで 下は1an)と考えられ た｡ R Na s eに よ る 分解か ら保護される タ ー ゲ ッ
トmR N Aと相補的なプ ロ ー ブ配列中の【32p]- u ridin e数は､ S R E BP-lan)で は40､ S R E B P-1c
で は38やあ る為､ bandの 放射活性はmRNA レベ ル と概ね 一 致 して い る と考えられ る . い
ず れ の プ ロ ー ブ を 用 い て も ､ S R E B P-1射b ba nd の方が 1c よ りも 放射活性 が高く ､
S R E B P_1a仲の 発現量が1cよ り多 い こ とが明らか にならた｡
以上の 結 果か ら ､ 調製した 二 つ の プロ ー ブ が アイ ソ フ ォ ー ム 分別定量に有用な こ とが
明らかとな っ た ｡ 更にS R E B P-1 mR N A のアイ ソ フ ォ ー ム の うち少なくとも2種はHepG 2
細胞にお い て発現されて い る こ とが確認され た｡
2) コ レ ス テ ロ ー ル低下 に よ る血R N Aレ.ベ ル の 変化
細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル 低下が コ レ ス テ ロ ー ル 代謝関連因子の遺伝子発現 に与え
る影響を検討する こ と に した｡ 外因性お よ び内因性 コ レス テロ ー ル を枯渇さ せ るLP D S
とH M G- CoA redu cta s e阻害剤co mpacdnを用 い て細胞内 コ レ ス テ ロ -
′
ル 量を低下させ ､ コ
レス テ ロ ー ル 代謝関連遺伝子 の mR N A レベ ル を測定した｡ 対照と してho u s eke eping ge n e
と して知られるGA P D Hの mRN Aレ ベ ル を 測定した｡ GA P D HmR N Aレ ベ ル は細胞の コ レ
ス テ ロ ー ル 低下の 為のin c uba血 n中 に変化せず､J 村照として適当であ っ た｡ Fig. 11 Aに示
したよう に ､ H MG- CoA reducta seとsqu ale n e syntha s eふR N Aは細胞内 コ レ ス テ ロ
ー ル低下
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処理開始後6時間で 約5倍 に増加し ､ 以 後24時間後ま で増加したまま で あっ た ｡ L D L
recepto r mR N Aも 同様の 増加 パ タ ー ン であ っ た が ､ H M G- CoA redu ctaseやsqu a)ene synt.ba s e
よ り増加の程度は少なか っ た｡ なおin c ubatio n後3時間の 時点で は い ず れの mR N A レベ ル
もま だ変化がなか っ た｡ こ れらの 結果 は ､ 細胞内 コ レス テ ロ ー ル の 低下方法は異 な っ て
は い る が ､ こオ1まで の 報告とほ ほ 一 致 して おり(45,50,63,64)､ 各々 の mR N Aレ ベ ル 増加
度は異な る が増加する タ イミ ン グ は同 じであり ､ その発現が協調的に調節さゴ1て い る可
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能性が示唆された｡
次に 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 量 低下時 の ､ SR E B P-lan, -1cお よ びs R E B P-2 のm RN Aレ ベ
ル を測定した ｡ Fig. 11 Bに示 したよう に ､ S R E B P-la/b のmR N A レベ ル は コ レ ス テ ロ ー ル
低下処理後2から4時間で 一 過性 に増加した後､ 12時間後 に は始め の レ ベ ル の 約60% に減
少し た ｡ ま たS R E B P-1cはin c ubatio n開始2時間以内 に約2倍 に 増加 し た ｡ こ の よ う に
SR E B P-1は アイ ソ フ ォ ー ム に よ っ て 異 な る発現調節 を受け て い る と考えら れた ｡
S R E B P_2 のmR N Aレ ベ ル は細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル レべ)i,低下処理後2時間以内に増加し
た｡ こ れまで に伺 い て い た プロ ー ブで はs R E B P-1aと -1bを分別定量で きな い の で ､ 1aと
1b のコ レ ス テ ロ ー ル 低下 に よ る変化の違 い を検討する 目的で ､ SR E B P-1a mR N Aの3-側配
列特畢的なプロ ー ブとs R E B P-1b, -1c mR N Aの3
'側配列特異的なプロ ー ブ を調製 し た. こ
の 結果 s R E B P-laは コ レ ス テ ロ ー ル 低 下処理後2か ら4時間 で 一 過性 に増 加す る ､
SR E B P-1a仲で み られ たパ タ ー ン を示 した が ､ S R E B P-1b,1c rnR N Aは検出 で きなか っ た｡
従 っ てS R E B P-1bは こ れらの 培養条件下で は かなり発現 レ ベ ル が低 い と考えられた｡ 以
上の こ とからS R E B P-1a mR N Aがs R E B P-1如bレ ベ ル の 変動 に寄与して い ると考えられた.
コ レ ス テ ロ ー ル 低下処理 に よ りs R E B P-1a mR N Aは 一 過性 に増加し､ S R E B P-1cお よ び
-2の mR N Aレベ ル も処理後2時間から少なくとも24時間後まで増加し ており ､ い ずれの 変
化も コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素やL D Lr e c eptor mR N Aの 増加よりも早く起こ っ て い た. 従 っ
て こ の ようなs R E B Ps mR N Aレ ベ ル の 変化 の組み合わせが コ レ ス テ ロ ー ル 応答性の 転写
調節に重要な役割を果たして い る可能性が考えられる｡
3) カ ル パ イ ン 阻害剤A L L Nに よる mR N Aレ ベ ル の 変化
Wangらはs R E B P-1が特異的プロ テ ア ー ゼ に よ っ て 切断され小胞体膜から核内に移行す
る こ と ､ 核 に移行した5 R E B P-1 の N端の 分解がカ ル パ イ ン 阻害剤A L L Nに よ っ て 阻害され
る こ とを報告した｡ 後 にA L L Nに よ る分解抑制作用 はS R E B P-1の み な らずs R E B P-2に も
有効な こ と が報告さ れて い る ｡ コ レ ス テ ロ ー ル 代謝調節関連遺伝子 の発現 に対す る
､
s R E B Psの 役割を検討するた め にA L L Nで4時間処理ある い は未処理の HepG 2細胞 に お け
る こ れら遺伝子の mR N Aレ ベ ル を測定した｡ A L L N処理に よ っ てHep G 2細胞の 形態及び
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total R NA収量 に大きな変化はなか っ た t, Fig. 1 2に 示した ように ､ A L L N処理に よ っ て
L D Lrec eptormR N Aは5倍増加し ､ H M G- CoA redu cta se mR N Aは2な い し3倍に増 加 したが ､
squ ale n e syntha se血R N Aレ ベ ル は未処理群と同じであ っ た｡
sR E B Psと コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子発現と の関係を明らかにす る ため に ､ コ レ ス
テ ロ ー ル 低 下 処理 開始後4及 び1 2時間と A L L N処理後4時間 に お け る L D Lre c epto r,
HM G- CoA redu ctas e, squ ale n e synthas e mR N A の増加率 に つ い て比較した (table5) ｡ L D L
l
r e c ept.or mR N Aの 増加率はA LL N処理 に よ る方が コ レ ス テ ロ
ー ル 低 下 よ り も高く ､
S R E B P-1aおよ びs R E B P-2がLD Lr e c epto r遺伝子 プロ モ ー タ ー 領域を用 い た レ ポ 一 夕 - ジ ー
ン の 発現を増加する と いう結果と よく 一 致して い た｡ こ の 結果はs REB PがLD Lre c epto r
mR N Aの 直接的な誘導に関 わる こ とを示唆して い る ｡ H M G- CoA redu cta s e mR N Aは コ レ
0 20 0 4 0 0 6 0 0
Relativ e mR N A(%)
L D Lre c epto.r
H M G-CoAr edu cta se
Squ a-ene syntha s e
S R E B P-1a/b
S R E B P･1c
S R
IE B P-2
Fig･ 12･ T he effe ctof A L L No nthele v els ofrnRN As fo rH M G
- CoA r edu cta s e
,
L D Lr e c epto r,
squale n e synthas e, G A P D H, S R E B P
1 a仲, S R E B P-1c, and S R E B P-2･ Hep G 2c ells
◆
w e re
c ultu r ed in the m ediu m c o ntai minglo 啄 F B Switho r witho ut40FLg/mlof A L L N･ Fo u rho u rs after
theinc ubatio ntotalRN Aw e reprepar ed, and 10/J･ g OftotalR N Aw e re a nlyz ed asde s cribed in
Fig. 2. The m e 弧± S D of thr e eindepe nde nt e xperirpe nts and their statistical differ e n c e s ar e
indic ated. *de n ote sp<0.05and
* *de n otesp<0･01･
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Table 5. Comparis o n ofthe r at,e of mR N A indu ctio n by chole ste rol depletion a71d A L L N
treatment.
∈ 幽 AL LN
4 hr 12 hr 4 1r
L DLre c eptor
H MG- CoA r edu ctas e
Squale n e synthas e
S R E B P-1a and -1b
S R E B P-1c
S R E B P-2
N. D . 1.76 5.43
N. D. 5.22 2.46
N .D . 7.5 2 1.28
1.3 5 0.61 1.68
l.7 5 1.43 0.77
1.3 1 1.44 1.31
Data u s ed forthe calculado n w e re rnR NA levels atfbu r and 12 ho urs a erthe
initiatio n ofthe cholesteroldeple也orl(Fig. 11.) andfo u rho u rsafter the A LLN
treatm e nt(Fig. 12.). The r ate ofindu ction w as cal uhtedbythe mR N A le v els at
e a ch 血e point divided by ea ch c ontr ol mRN Alevel. N .D . denotes not
dete 皿ined.
ス テ ロ ー ル低下 によ っ て強 い 誘導を受け ､ A L L Nに よ っ ても誘導されたが ､ 誘導 の 程度
は コ レス テ ロ ー ル低下 の 場合よ りも低く ､ L D Lr e c eptorの 増加率から単純に推定され る増
加率 よ りもか なり低か っ た｡ S R E B P-1aお よ びs R E B P-2はH M G-CoA redu ctas e遺伝子 プロ
モ ー タ ー 領域 を含むレ ポ ヤ タ - デ ー ン の 発現を増加させな い こ とが ､ s R E B Pの 全 長 を含
むcD N Aを発現 した系で報告(61)されて おり ､ s R E B PsがBM G-CoA redu ctas eの 発現調癖に
は関与しな い とされ てきた｡ しかし ､ ごく最近 ､ S R E B P-1aの 核移布型部分 の み か らな
るcD N Aを用 い た系に おい て ､ S R E B P-1aがHMG - CoA redu ctaseの コ レ ス テ ロ ー ル 応答性発
現調節 に重要である こ とが示された(65)｡ こ の 報告で レ ポ ー タ ー ジ ー ンを用 い たHepG 2
細胞で の 一 過性発現実験ではH M G- CoA r ed cta s eプロ モ ー タ ー はL D Lr e c epto rプロ モ ー タ ー
よりs REBP-1aの 転写活性 は低く､ 我々 の 結果と 一 致して い た. squ ale n e syntha s eの 発現
～
は ､ 上 に述 べ た遺伝子とは異 なり ､ A L L N処理 に より全く変化しなか っ た ｡ こ の 結果 は
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squ ale n e syntha s eの コ レ ス テ ロ
ー ル 応答性遺伝子発現 にS R E B Psが 関与しな い 可能性を示
して い る｡ しか し 一 方で ヒ トsqu ale n e synthas e遺伝子の プロ モ ー タ ー 領域 にS R E B P-1 のラ ッ
トの ホ モ ロ ー ダで あるA D D lが結合す る ことが報告されて い る(66)｡ こ の よう な矛盾の 理
由は不明である が ､ squ ale n e synthas e遺伝子 プロ モ ー タ ー の レ ポ 一 夕 - ジ ー ンを導入した
細胞にS R E B Pを強制発現 させ た結果は報告されて おらず, 今後よ り詳細な検討が必要で
ある ｡
.
s R E B Psの mR N Aレ ベ ル に つ い てもA L L N処理 によ る変化の 検討を行 っ た ｡ table5に 示
したよう にS R E B P-1a佃と -2の mR N Aレ ベ ル はA L L Nによ り増加したが ､ S R E B P-1c mR N A
レ ベ ル は低下 した｡ こ の 結 果お よ び細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 低下処理 に よ る mR N Aレ ベ ル
変化の 検討 結果から ､ s R E B P のN端部分 の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性核内移行 に加え
s RE BPs発現 の複雑な調節機構が コ レス テ ロ ー ル 応答性遺伝子発現調節に重要な役割を
果たして い ると考えられ た ｡
以上めようにSRE B PsはL D Lre c eptorの 発現調節に深く関わる ことが明らかとな っ たが ､
ス テ ロ ー ル 応 答性の 協調的調節を担う分子 で はな い と考え られた ｡ ま たA LL Nは
S R E B P-l〟b, -2 のmR N A レベ ル を増加し ､ S R E B P-1c mR N Aを低 下した｡ こ れら の 結果 は
成熟型s R E B Psの コ レス テ ロ ー ル 応答性核内移行 に加え､ s R E B Ps発現の 複雑な調節機構
がL D Lre c eptorの コ レ ス テ ロ
ー ル応答性発現に重要な こ とを示唆して い る ｡
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第3節 Fattya cidsyntha seの コ レ ス テ ロ ー ル による発現調節
I Fattyacidsynthaseは ､ 飽和脂肪酸のpalmitic acidをac etyトCoA, malo nyl- CoA及 びNA D P Hか
ら合成す る多機能タ ン パ ク質で ある(67)｡ こ の 酵素 レ ベ ル は ､ in vivoで は 栄養摂取 や ホ
ル モ ン に よ り調節され ると考えられ て い る が ､ in vitroで もホ ル モ ン や 代謝産物が 触 y
a cidsyntha s eの 発現 を調節す る こ と が報告されて い る(67)0
一 方A D D lはラ ッ トの 脂肪細胞 へ の 分化誘導に重要な転写因子として ク ロ ー ン化 され
ラ ッ トfattyacidsyntha s e遺伝子の プulモ ー タ ー 領域 にあるE-bo xに結合する こ と ､ こ の 領
域をchlo r amphe nicolac etyltr an sfe r as e(C A T)の 上 流 に 組込 ん だ レ ポ 一 夕 - ジ ー ン にお い て
A D D lがcA T活性 の発現を増加す る こ とが報告(68,69)され た｡ A D D lはそ の cD N A の塩基
配列 の類似性から ヒ トs R E B P-1の ラ ッ トの ホ モ ロ ー ダと考 え られて い る ｡ さ らに最 近 ､
S R E B P-1が ラ ッ トfattyacidsyntha s e遺伝子 の発現をプロ モ ー タ ー 領域 にある E-boxを介し
て調節する ことが報告された(7 0)｡ こ れ らの 結果 は い ずれも ラ ッ トの 実験系を用 い た報
告であり､ ヒ トで の S R E B Pによ る調節 に つ い て は不明で あ る｡ さ ら にfattya cidsynthas e
遺伝子の コ レス テ ロ ー ル 応答性発現調節に つ い ても詳細な報告は な い 0
循肪酸 は コ レス テ ロ ー ル と とも にリ ポ タ ン パ ク質の構成成分 で あり ､ 月旨肪酸代謝が細
胞内 コ レ ス テ ロ ー ル の 恒常性維持と同じシ ス テ ム で 調節されて い る とすれば極め て興味
深 い ｡ そ こ で ､ ヒ ト細庖における 触 ya cidsyn 血 se発現の コ レ ス テ ロ ー ル に よ る調節 に つ
し､て検討し､ 更にS R E B Psの 関与 に つ い て も検討した｡
1 .材料と方法
1) 細胞培養
HepG 2細胞の 培養は前節同様に行 っ た｡ 培養3 - 4 日後 に種々 の 薬物を添加し て培養
した後､ 前節同様 に細胞を 馴又しtotal R N Aを調製 した｡ な おsquale n e synthas e阻 害剤
T A N 1607Aは武 田薬品 (樵) の ご厚意に よ り供与された｡
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2) リ ボプロ ー ブ調製方法
ヒ トfatty acidsyntha s e cD N A フラ グメ ン ト (bp7096-725 6 :開始 コ ド ン の Aを･1 と して
表す) はHepG 2細胞から調製したtotal RNAからR T- P C R法で作成した ｡, cD N A フラ グメ ン
トをpc RIlにク ロ
ー ニ ン グ した後 ､ 前節同様にcR N Aを合成 し ､ フ ェ ノ ー ル ･ ク ロ ロ ホ ル
ム ･ イ ソ ア ミル ア ル コ ー ル 抽出の 後 ､ ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ ン に用 い た｡
3) RP A
R P AはRP A IIキ ッ ト (Ambio n) を用 い ､ 前節で述 べ た方法で行 っ た｡
4) 細胞 コ レ ス テ ロ ー ル 定量
細胞の 遊離 コ レ ス テ ロ ー ル およ び エ ス テ ル 化 コ レス テ ロ ー ル の 量 は ､ 第2章で 述 べ た
方法で定量した｡
2 . 結果と考察
1) 脂肪酸合成酵素の He G 2細胞にお ける発現
HepG 2細胞で は ､ glu c o s eが 伽tyacidsynthas eの 発現を調節する こ とが よ く知られて い る
(67)｡ 最近 ､ そ の 塩基配列の 類似性から ヒ トS R E B P- 1の ラ ッ トの ホ モ ロ ー ダと考え られ
て い るA D D lが ラ ッ トfattya cidsynthas e遺伝子 の プロ モ ー タ ー 領域にあるE-bo xに結合する
こ とが報告され ､ fattya cidsyntha s eの 発現がス テ ロ ー ル に よ っ て調節され る可能性が示唆
された(68-70)｡ こ の 可能性に つ い て検討する為 に ､ RP Aを用 い て ､ Hep G 2細胞の 触ty
a cidsyn也as e mR N Aレ ベ ル
ー
を測定 し た ｡ 肝臓 は ヒ ト体内で の 脂肪酸合成 の 主 要臓 器 であ
りHepG2細胞は肝機能をかなり維持して い る(62)こ とからHepG2細胞を 剛 ､ る こ と に し
た ｡ リ ボ ブ ロ ー■ブ を作成す る た め に ､ HqpG 2細 胞か ら ､ ラ ッ トfatty acidsyntha seに 相同
性の高 い こ とか ら ヒ トfat.ty a cidsynthas e cD N A の一 部と考えられて い る 断片をR T-P C R法
で 調製 した｡ こ の 断片は最 初ES Tに よ り発見された(71)が ､ ク ロ ー ニ ン グ後 に報告
(72,73)さ れ た ヒ トfatty a cidsyntha secD N A の配 列 と 一 致 し て お り ､ fattyacidsynthas e
mRN A定量 の為の プ ロ ニ ブ と して使用する こ とに したo Fig. 13 Aに示 したよう に ､ 触y
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a cidsyntbase mRNAはL D Lre c epto r mR N A の約25倍 ､ G A P D H の約60% と極 め て 高 い 発現 レ
ベ ル で あ っ た ｡ 第 1節で 示した よう に ､ コ レス テ ロ ー ル 合成系酵素の 発現量はL D L
receptor発現 量 と ほ ほ同 レ ベ ル であ る こ と か ら ､ 通常fattya cidsynt･has e mR N Aは コ レ ス テ
ロ ー ル 応答性 の 遺伝子群に比 べ 高度に発現 され て い る こ と が明らか にな っ た ｡
2)月旨肪酸合成酵素発現の コ レ ス テ ロ ー ル によ る調節
細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 含量 のfat･tya cidsynthas e発現 に村す る影響を検討す る為に ､ Hep
G 2細胞をH M G- CoA redu cta s e阻害剤 であ る Co mpa ctinとLP D S存在下 にinc ubatio nし た o
in c ubatio n24時間後､ 遊離 コ レス テロ ー ル 含量は45から36n m ole/mg pr oteinに ､ コ レ ス テ ロ -
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ル エ ス テ ル 含量は19か ら1 2n m ole血g pr olein に減少 した｡ こ の よう な条件下 で 触 ya cid
synthas e mR N Aレ ベ ル は約l.6倍増加した (Fig. 13 B) ｡ こ の 増加率は第二章で 述 べ たL D L
re c ept･or mR N Aの増加率と ほ ぼ 同程度 で あり ､ 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 含量 が 触 y acid
syntba s e mR NAを調節する こ とを示唆して い る ｡
25-hydr o xychole sterolに代表される オ キ シ ス テ ロ ー ル は コ レ ス テ ロ ー ル 同様に細胞内 コ
レ ス テ ロ ー ル 代謝を調節する o ほ とん ど全 て の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性 遺碍子 の発現 は
25-hydr o xycholester olに よ っ て 低 下 す る ｡ そ こ で fatty a cid synthas eの 発 現 に対す る
25-bydr o xycholester ol の影響を1 0% FBS存在下 で培養して い る細胞にお い て ､ L DLre cepto r
mR N Aと併せ て検討した｡ 5/∠ M 25-hydr o xychole ster ol の添加 によ っ て ､ L D Lr e c eptor
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Fig. 14. Effe ct of 25-hydroxychole ster olonfattya cidsynthas e(F A S) and L D Lre c epto rR N A
le v els. Hep G 2 cells w er e c ultu red in a m ediu m c o ntaining lO % FB S and 5 け M
25-hydr o xychole ste r ol fo rthetim eindic ated･ Total R N Aw e r eprepared and mR N A le v elsforL D L
r e c eptor(○) andfatty a cidsynthas e(㊨)w er edetermin6da sdes cri bed in M A T E RIA LS ND
M E T HODS. T he m e a ni S Dof thre eindepe nde nte xperim e nts ar eindic atred･
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mR N Aは6時間後に は減少した が ､ fattya cidsynthas e mR N A レベ ル は全く変化しなか っ た
(Fig. 1 4) ｡ すなわちfattyacidsyrlt･ha s eの 発現は ､ 10 % F BS存在下 に培養して い るHepG 2
細胞で は25-hydr o xycholeste r olによ っ て 影響されな い こ とが明らか にな っ た ｡ こ の 結果 か
ら ､ fattya cidsynthas eはオキ シ ス テ ロ
ー ル に よ る調節を受けな い と考える こ ともで きる｡
しか し､ コ レ ス テロ ー ル と オキ シ ス テ ロ ー ル による調節機構が異なる と は考え にく い こ
とか ら以 下の ような仮説を考え た. す な わちfattya cidsynthas eの 発現 は ､ L D Lre c epto rの
発現 よ りも低い 細胞内 コ レス テ ロ ー ル レ ベ ル で調節されて い る可能性がある ｡ こ れに基
づ い て結果を解釈す る と ､ 通常 の 培養条件 にお ける細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル量 は ､ L D L
re c eptorの 発現抑制に は不十分であり25-hydr o xychole ster ol添加 に よ りL D Lre c eptor発現は
低下されたが ､ fattya cidsynthas eの 発現抑制に は十分量である ため に25-hydr oxychole sterol
添加に よ っ てfattyacidsynthas e発現 はそれ以上低下されなか っ たと考える こ とができる｡
こ の よう な可能性に つ い て 検討す る ため に種々 の 濃度の コ レス テ ロ ー ル 合成酵素阻害
剤を用 い て ､ 様 々 な細胞 コ レ ス テ ロ ー ル 含量 に お け るfattyacidsynthas eとL D Lr e c eptor
mRN Aの 発現量を比較する こ と に し た｡ コ レ ス テ ロ ー ル 合成阻害剤として はsqu ale n e
syn血a seの 特異的阻害剤T A N 1607A(74) を用 い た｡ Hep G2細胞 はl-30/∠ Mの T A N 1607 Aと
24時間incubatio nした ｡ こ の 結果細胞内遊離お よ び エ ス テ ル 化 コ レ ス テ ロ ー ル 含量 は
T A N 1607 A濃度 に依存して 減少 した (Fig. 15 A) o ま たH M G- CoA redu ctas e､ squalepe
synthas e､ L D Lre c eptorの各mR N A レベ ル の 増加はTA N 1607 A濃度が1/1 M以上?時に認め
られ た (Fig･ 15 B) ｡ しか しfattya cidsyntha s e mR N AはT A N 1607A濃度が10及び30〃 M で
しか増加 しなか っ た ｡ こ の 結果 は ､ ｡fattya cidsyntha s eの 発現は ､ H M G- CoA redu cta s e､
squ ale n esyn也a s e､ L D Lr e c epto rの発現よ りも コ レ ス テ ロ ー ル を低下する必要があ る こと
を示 して おり ､ L D Lre c eptorとfattyacidsyntha s eで は 調節を受ける コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル
が異なる こ とが示唆された｡
3) コ レス テ ロ ー ル による脂肪酸合成酵素発現調節機構
ラ ッ トfatty acidsyntha se遺伝子 の 発現 は ､ レ ポ 一 夕 - ジ ー ン を 用 い た結果 か ら ､
A D D l(S R E BP-1)の プ ロ モ ー タ ー へ の 結合 を介し て活性化され る とTo nto n o zら(68)は 戟告
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して い る ｡ ま た最近s R E B P-1がラ ッ トfattyacidsyntha se遺伝子の発現 を ､ E-bbx へ の 結合
を介して調節する と報告(70)され て い る ｡ そ こ で孜々 は上 に示 した ような ヒ ト 触ty acid
syntha s e遺伝子の コ レ ス テ ロ
ー ル によ る発現調節がs REBPを介したも の で あ る か どうか
確認す る 目的で ､ S R E B Ps分解 阻害作用を持つ カ ル パ イ ン 阻害剤で あり ､ コ レス テ ロ ー
ル 応答性遺伝子 で あ るL D Lr e c eptor､ H M G- CoA redu cta s eやH M G- CoA synthaseの 発現 を増
加す る薬物A L L N のfattya cidsyntha se発現 に対す る影響を検討した ｡ Hepq2細胞は L DL
re c epto rの 発現増加に要す る濃度の A LL Nを用 い た｡
Table6 に示 したよう に ､ A L L Nはin c ubatio n4 時間で 触 yacidsynthas e mR N Aを約2倍 に
増加した｡ 第2章で示 したように ､ 同様のin c uba加 n条件で ､ L DLr e c epto rは 約5倍 ､
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Table 6. Co mparis o n ortbe 触 y acidsyntha s e mR N A levelsin Hep G 2c ellsinc ubated with
A L L NorC D C A.
Co ntr oI A L L N C D C A
e xperim e nt1 62,556 ±2,6 64 124,956 ±20,060 9 7, 24 ±7, 22
e叩e rim e nt2 14,680 ±4,41 7 20,769 ±3,171 28,48 7 ±1,514
Hep G2 c ells werein c ubated withthe D M Em ediu m c ontainingl O% FBS in the
pre s e n c e or abs e n c e ofA L L No rCDCA asfollows, A L L N:100けg/mlA L L N fo r4
hours;CD C A:0.5 m M C D C A fo r6 ho ur s･ A 氏erthein cubatio ntotal R N As ample s
wer eprepared and e ach mR N A le v el w asdete r min edas des cribedin Materi als a nd
Methods. P S Lvalu es ar ethe m e an and S Doftriplic ate s ample s of e ach
e xperim e nts.
H M G-CoA redu cta s eやH MG-CoA syntha s eは約2倍に発現増加した｡ こ の 結果は ラ ッ ト同
様ヒ トに お い て もs R E B Pが血此ya cidsynthas e発現 を調節して い る可能性を示唆して い る ｡
しか しA L L N のプロ テ ア ー ゼ 阻 害作用 は広範に渡 っ て お り(75)､ こ の よ う なfatty a cid
sy山has e mR N Aの 増加が本当にS R E B Psを介した結果 である か どうか は疑問で あ る ｡ 従 っ
て全 く別 の 機序に よ るS R E B P活性化剤の 触 y a cidsyn血as e発現 に対する影響 の検討が必
要 であ る ｡ 次 章 に述 べ る よう に ､ che n ode o xycbolic a cid(以 下 C D C A)は L D Lr e c eptor,
H M G- CoA r edu ctas e, H M G- CoA synthas e mR N Aを増 加する ｡
L
S R E-1やT A T A-bo xを含むL D L
l
re c eptor3童伝子プロ モ ー タ ー 領域をル シ フ ェ ラ ー ゼ 遺伝子の上流に挿入したレ ポ 一 夕 - ジ ー
ン ア ツ セ イ にお い て もc D C Aは ル シ フ ェ ラ ー ゼ活性を増加した (未発表デ ー タ) こ とか
ら ､ c D C Aの L D Lr e c eptor誘導作用 はs R E-1依存的で ある と考えられた｡ ま た､ こ の 増加
機構はs R E B Pを介したもの であ る可能性が高 い . そ こ で C D C Aを用 い てfattyacidsyntha s e
mR N A レベ ル のSREB Pに よ る調節 の 可能性を検町.Lた｡ こ の 結果HepG 2細胞を10 % F B S
存在下 に0.5 m M CDCAと4時間inc ubatio nすると ､ fattyacidsyntha s e mR N Aを村照群の約2
倍七増加した(table6)｡ こ の 増 加率はALL N処理 の 結果と ほ ほ 同じで あ っ た｡ こ れらの 結
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果はfattya cidsyntha s e mRNA レベ ル がS
'
R E B Pによ っ て調節される こ とを示唆して い る ｡
こ こ に示し た 一 連 の 結果 は ､ fatty acidsynthas eやL D Lr e c eptorの 発現 が調節を受け る細
胞コ レス テ ロ -
'
ル レ ベ ル が異なる こ とを示し､ また こ れらの の 発現がs R E B Pを介する こ
とを示唆して い た ｡ ス テ ロ ー ル に よ る 発現抑制は ､ s R E B Ps活性化の 阻害を介して い る
と考え られ て い る ｡ こ れ らの こ とを総合して考える と ､ 細胞 コ レス テ ロ ー ル レ ベ ル が低
い ほ どs R E B Pは活性化される の で ､ fattya cidsynt.has eの 転写活性化 には L D Lre cepto rの 場
合よ り高 い 濃度の活性化型s R E B Pが必要と考えられる ｡ この ようなs R E B P要求性 の遠 い
に つ い て 以 下 に考察す る ｡ ま ず第 一 の 可 能性として ､ S R E B Pに 対す る親和性がL D L
re c eptorプ ロ モ
ー タ ー より払tty acidsynthas eプロ モ
ー タ ー の 方 が低 い こ と が考えられ る o
第二 にS R E B Pの 結合部位の数が ､ L D Lr e c epto rプ ロ モ ー タ ー よ Mattyacidsyntha s eプロ モ
ー
タ ー の 方が多い こ とが考えられる ｡ 第三 に は ､ s R E B Pの サ ブタイ プによ っ て調節す る プ
ロ モ ー タ ー が異なる可能性が考えられる｡ Be n n etら(70)は ､ コ レ ス テ ロ ー ル 応答性の 叫
acidsynthas e遺伝子発現が プロ モ - 夕 一 領域内のE-bo xにS RE B P-1が結合する こ と に より
調節され ると して い る ｡ 一 方L D Lr e c epto rの コ レ ス テ ロ ー ル 応答性発現 に重要なプロ モ ー
タ ー 領域内 エ レ メ ン トはS R E-1である｡ こ の ようなs REB Pと各々 の ele m e ntの 結合親和悼
の違 い が ､ 両遺伝子 の発現 の ス テ ロ ー ル に対する応答性の違い の 原因で あ る こ と は十分
に考えられる｡ こ の 可能性 に つ い て は ､ 各ele m e ntに対するS R E B Pの 親和性 に つ い て0)検
･ 討等の 証明が必要であ ろう｡ 2番目 に つ い て は ､ Be 皿 etらが複数の E-bo xとs R E-1を持つ
fattyacidsyntha seプロ モ
ー タ ー 領域を少しず つ 短く した レ ポ 一 夕
l
- ジ ー ン ア ツ セ イを用 い
て ､ S R E B Pが結合する こ とが示さ れ たE-box 以外の E-boxやS R E-1 の欠失が コ レ ス テ ロ
ー
ル 応答性 に影響 しな か っ た こ と を報告(7 0)して お り ､ 可能性 は低い と 考え られる ｡ 第三
の 可能性 に つ い て はsR E B P-1と -2 の生理的な作用 の 違い が明らかで な い こ と ､ fatty acid
syntha s e発現 に おけるSR E B P-2 の役割 に つ い て も不 明 な ことか ら ､ 現状 で は考察困難で
ある｡ い ずれの 可能性 に しても､ 今後の研究が不可欠である｡ 特にSR E B P- 1, -2それ ぞれ
のL D Lr e c eptor, fattya cidsynthase両 プロ モ
ー タ ー - の 親和性の遠い を検討す る こ と は重要
な課題 で ある｡
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こ こ で 示した結果から ､ fattya cidsyntha s eの 発現量 は他の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子
の 発現量に比 べ 多か っ たが ､ コ レ ス テ ロ ー ル よ っ て発現調節を受けて い た｡ また調節を
受ける コ レス テ ロ ー ル 濃度範囲 はL D Lre c eptorの 場合に比 べ よ り低か っ た｡ こ の こ とは
fattya cidsynthas e遺伝子の発現の 中で ､ コ レ ス テ ロ ー ル に よ る発現調節が景も重要で はな
い ことを示唆して い る ｡ 本酵素は元来 コ レ ス テ ロ ー ル 合成に必要 な酵素で は な い の で ､
コ レス テ ロ ー ル レ ベ ル によ る厳密な調節が 必 要な い の か もしれな い ｡ し か し､ 月旨肪酸と
コ レス テ ロ ー ル はともにリ ポタ ン パ ク質の 構成成分である ため ､ こ れら の月旨質によ っ て
調節される の かも しれな い ｡ 最 近s R E B P-1が ア ポAIIの 発現を調節す る こ とが報告(76)さ
れて おり ､ sR EBPは脂質代謝関連 の広範な遺伝子の発現調節 に関与して い る と考えられ
る?
結論として ､ fattyacidsynthas eの発現 は細胞の コ レス テ ロ ー ル レベ ル によ っ て調節され､
調節を受ける濃度範囲はL D Lr e c epto rの 場合に比 べ より低い こ とが明らかとな っ た ｡ すな
わち コ レ ス テ ロ ー ル代謝と月旨肪酸合成が ､ ヒ ト肝臓 に お い て 共通 の 制御機構 によ り調節
される こ とが示された｡
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第4 節 小括
細胞内の コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル によ っ てL D Lreceptorや コ レ ス テ ロ ー ル 合成 酵素が協調
的 に調節されて い る こ とが明らかとな っ た｡ s REB Psは こ の ような コ レ ス テ ロ ー ル 応答
性の協調的発現を担う因子で はな い と思われたが ､ L D Lre c ep†orの 発現 に は重要な役割を
果たして い ると考えられた｡ 一 方で コ レ ス テ ロ ー ル 代謝関連因子以外に も ､ 脂肪酸合成
酵素がs R E B Psを介 して調節され る コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子 で ある こ とが明らか に
な っ た｡ こ の こ とは細胞 へ の コ レ ス テ ロ ー ル 蓄積が極めて広範な遺伝子 の発現調節に関
わる可能性を示唆して い る ｡ 従っ て細胞の コ レ ス テ ロ - ル恒常性維持機構が ､ コ レ ス テ
ロ - ル代謝だけ で なく脂質代謝全般に影響を与えて い る可能性が考えられ る｡ こ こ で示
した よう に細胞は コ レ ス テ ロ - ル恒常性維持の ために鋭敏に反応する｡ 月旨質が異常 に蓄
積した細胞で は脂質代謝全般に わた っ て 機能が損なわれて い る可能性がある｡ 今後は病
態モ デル となり得る ような細胞にお ける コ レス テ ロ ー ル恒常性椎持機能 の検討が必要で
ある｡
また ､ 本章で は高感度で高定量性で しかも多くの試料を調製 ･ 処理で き る シ ス テ ム と
して ､ R P Aを用 い た 一 連の シス テ ム を構築につ い て最初に述 べ た ｡ こ れに よ り コ レ ス テ
ロ ー ル代謝に関 わる酵素､ 受容体 ､ 転写調節因子 ､ さらには脂肪酸合成酵素など多種多
様な因子に つ い て ､ 確実に mR N A レベ ル を測定する こ とがで きた｡ ま た本法が オ ル タ ネ
イ テ ィ ブ ス プラ イ シ ン グに よ り生 じる アイ ソ フ ォ ー ム につ い ても分別定量可能な こ とを
示 した｡
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第3章 ヒ ト培養細胞に おけるc】1enOde oxycholic acid の L D Lre ceptor誘 導機
情
chen odeo xycholic acid(以下C D C A) は ヒ ト の 主要な月旦汁酸の 一 つ で ある が ､ Hep G 2細
胞にお い てL D Lre c epto rを誘導す る こ とが報告されて い る(77,78)0 CDC Aは肝臓 にお い て
は主要な コ レ ス テ ロ ー ル代謝産物 の 一 つ で あり ､ 古典的な フ ィ ー ドバ ッ ク機構 で L D L
re c epto r発現を調節して い る と考えられてきた｡ しか しながらその 詳細な調節機序は不明
である ｡
高コ レ ス テ ロ ー ル 血痕 の 治療は ､ 粥状動脈硬化症 の 予防法と して 広 く行わ れ て い る ｡
しか し現在最も強力な コ レ ス テ ロ ー ル 低 下剤であるH M G_ CoA redu ctas e阻害剤 によ っ て
も十 分な コ レ ス テ ロ ー ル 低下 は得ら れ て い な い . こ れは H M GICoA redu ctaLS e阻害剤 の作
用機序が肝臓 コ レ ス テ ロ ー ル 低下 に依存したLD Lre c epto r活性化である為､ 作用発現 の結
果肝臓 コ レス テ ロ ー ル が増加して作用 が減弱されて しまう こ と が ､ その 原 因と考えられ
る｡ 従 っ て細胞の コ レス テ ロ ー ル 含量に依存せず特異的にI D Lr ec eptorを誘導する薬物は､
強力な コ レ ス テ ロ ー ル低下剤となる 可能性 が高い ｡ C D C Aが こ の ような新しい タ イ プの
高月旨血症治療薬(かノ ー ド化合物となり得るか検討する為に ､ C D C A の L D Lr e c eptor誘導作
用機序を明らか にする こ とは重要で あ る｡
前章ま で に著者は ､ ヒ ト培養細胞 にお ける脂質代謝関連遺伝子 の mR N A レベ ル を測定
す る実験系を確立した｡ そ こ でCD C Aの 作用機序を明らかにする為 に ､ C Ⅸ±A の作 用七
s R E B Psの 役割に つ い て検討する こ と に した｡
1 .材料と方法
1) 細胞培養
HepG2細胞は前章に記した方法で培養した｡ 月旦汁酸の効果を検討するために ､ 0.5 mM
の 各種胆汁酸を含む10 % F B Sを含むD M E Mに換え て培養した｡ 胆汁酸は50 %エ タ ノ ー ル
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溶液を保存液として作製し､ エ タノ ー ル の 終漉度がo.5 %Lこなる よう に掃加したo S R E B P
の 分 解を 阻害す る 目 的 で1 00/i g/m) N- a c etyトIe u cyトIe u cyl-n orle u cinal(以 下A L L N)を含む
DM E Mに換えて培養 した o 図表中に記したin c ubatio n時間終了後 ､ 直 ち に細胞か らtotal
R NAを調製 した｡ Total R N A調製は前章と同様 にIS O G E Nを伺 い て行 っ たo
2) リ ボプロ ー ブ調製方法
32p標識R N Aプロ ー ブを 調製す る ため に用 い た プラ ス ミ ドは前項ま で に述 べ たも の を
l
用 い た ｡ こ れら の プラ ス ミ ドを用 い て ､ 前項 と同様の 方法でcRNA を合成し､ 精製後､
ハ イ プリ ダイゼ - シ ョ ン に用 い た ｡
3) 良P A
R P AはR PA IIキ ッ ト (Ambio n) を用 い ､ 前項で 述 べ た方法で行っ た ｡
2 . 結果と考察
1)月旦汁酸の L D Lre c eto r mR N Aレ ベ ル に対する作用
HepG 2細胞に お い て ､ C D CAはL D Lr e c eptorの 活性や mRN A量を増加する こ とが知られ
て い る ｡ しか しCD C Aの 7 .α 位 の 水酸基 の 立体異性体 (7β) であ る urs ode o xycholic
a cid(U D C A)に はそ の ような作用がな い と報告され て い る(78)｡ まず こ れら の 結果 を追試
した｡ すなわち ､ ヒ トの 主要胆汁酸お よ び その 誘導体 であるcholic a cid(C A), de o xycbolic
acid(D C A),C D C A, U D C A の､ Hep G 2細胞にお けるL D Lre c eptor誘導作用に つ い て検討した0
HepG 2細喝は500/l
'
M の各種月旦汁酸ある い は その 誘導体及び10 %F B Sを含むD M E培地と
37℃ にて6時間in c ubatio nした.1 こ の 結果Fig. 16に示したようにL D Lre c epto r rnR N A増加作
用が認め られたの はD C Aとc D C Aブごけで あり ､ c Aとu D C Aで は その よう な作用は認め ら
れなか っ た ｡ これ らの 結果 は概ね過去の 報告と 一 致 して い たが ､ L D Lre c epto r rnR N A増
加に必要なD CA, C D CA渡度は500/J M と高か っ た . こ の 理由に つ い て は ､ 細胞 の 培養条
件の違 い が第 一 に考えられる｡ 今回著者は ､ コ レス テ ロ ー ル 応答性遺伝子 の発現調節を
調 べ る ため に ､ 胆汁酸とのin c ubatio nの 際に コ レ ス テ ロ ー ル 欠失培地を用 い る こと を避け
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たが ､ 他の 報告で は 血清非存在下 で胆汁酸の効果を検討して い た ｡ c D C Aに つ い て は ,
血清無禄加培地で は1 00/∠ M でL D Lr ecep†･or mR N A増加作用を認め ら れた｡ こ の 膿度は 過
去の 報告と 一 致 してお り ､ LD Lre c epto r mR N A増加 に必要 な胆汁酸濃度の他 の報告との
違 い は 血清の存在 に よる 結果と考え られた ｡ c D C A の立 体異性体 であ る U D C AにL D L
re c epto r誘導作用が なか っ た こと は ､ こ の 作用 が構造特異的な作周で ある こ と を示して い
る ｡
2) cD C A の各種 コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子 の mRN Aレ ベ ル に対する作用
c D C A のL D Lr ec epto r mR N A誘導作用と､ コ レ ス テ ロ ー ル応答性の発現調節との 関係を
600
<
≡
EEC
∈e 400
:o盲
h O
至芸 2..
【⊃
+
0
Control
'
C A. D C A C D C A U D C A
Fig･ 16. The e飽 ct of bile a cids o n也ele v els ofm R N AsfbrL D Lr e c ept∝ . HepG 2c ells w er e
in c ubated wi thm ediu m c o ntai minglo 啄 fetal bo vin e s?r u minthepr es e n c e o r abs e n c e of 0.5 mM of
e a ch bile a cid for6 ho u rs. Total R N As ar nple s w er pr epar ed fr o mHepG 2c ells a nd l ong oftotal
R N Aw er e a nlyz ed asde sc ribed in M A T E RIA L S A ND M E T H O D S. Co ntr ol:0.5 %ethan o1, C A:
cbolic a cid, D C A:de o xycbolic a cid, C D C A: che n ode o xycbolic acid, U D C A: urs ode o xycbolic acid.
The m eqn±S Dof thre eindepe nde nte xperim e nts a reindic ated.
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調べ る た め に ､ 第2単 に記したR P Aによ り ､ コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子すなわちL D L
re c epto r, H MG -CoA syntha se, H M G- CoA redu c†a s e, m e valo n atekin a s e, fa rn e syl pyropho sphate
synthase及び占qu ale n e syntha s eの m R N Aレ ベ ル のCD C Aに よる 変動を検討した.
まずこ れ らの 遺伝子発現 が コ レ ス テ ロ ー ル 応答性で ある こ とを確認す る ため に･､ コ レ
ス テ ロ ー ル 欠失培地ある い は オキ シ ス テ ロ ー ル 添加培地とのin c ubat.io nに よ る mR N A畳 の
変化を検討した ｡ コ レ ス テ ロ ー ル 欠尖塔地 と して は ､ 1 〃 M c o mpa c血 と10%lipopr ot･eini
deficie nt.s e r u mを含む培地を用 い ､ 細胞と37℃ にて12時間培養した時の mR N Aレ ベ ル を測
定した｡ こ の 結果table7に示したよう に細胞の コ レス テ ロ ー ル 欠乏 により6種の mR N A全
て が増加した ｡ 一 方は オキ シ ス テ ロ ー ル と して251hydr o xychole ster olを添加した培地との
in c ubatio nによ っ て ､ 6種 の 血RN Aは全て減少した｡ こ の ことは調 べ た遺伝子6種全 てが ほ
ぼ同様の 細胞 コ レス テ ロ ー ル 漉度範囲で コ レ ス テ ロ ー ル応答性 に発現調節されて い る こ
と を示 して い る ｡ mR NA レ ベ ル で の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性 に つ い て L D Lre c eptor,
由M G- CoA synthase, H M G- CoA r edu ctas e, fam esyl pyr opho sphate synthas e及 び squale n e
synthas eは報告(45,64,7 9,8 0)されて い る が ､ m e valo n atekin as eに つ い て は報告はな い ｡ 今回
の 結果 に よ り ､ m e valo n ateki
.
n as eがmR N Aレ ベ ル で コ レス テ ロ ー ル応答性 に調節されて い
る こ とが初め て確認された ｡ カ ル パ イ ン 阻害剤であるAl.L Nがs R E B Psの 分解抑制作用を
有し､ HepG 2細胞 で は ∽ Lre ceptor mR N Aを強く誘導しH M G- CoA redu ctas eふR N Aも誘導
する こ とを前章 で 示 した｡ そ こで ､ その他 の コ レス テ ロ ー ル 応答性遺伝子発現 に村する
sR E B Pの 作用を検討する目的 で ､ A.L L Nに よ る コ レ ス テ ロ
ー ル応答性遺伝子mR N Aレ ベ
ル の 変動を検討した. Table7に示 し たように6種の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子発現の
うちA L L Nに よ り増加が確認されたの は ､ すで に 示したL D Lr e °ept.or, H M G- CoA reductas e
に 加 え H M G-CoA synthas eだ けで あ っ た ｡ 一 方m evalo n ate kin as e, farn e sylpyr opho sphate
syn仙 as eやsqu ale n e syn血as eで はA L L Nによ る 変化は認め られ なか っ た ｡ こ の 結果 か ら ､
HepG 2細胞 に お い てSR E B PsがL D Lr e c ept.orの コ レ ス テ ロ
ー ル応答性発現に重要な役割を
果たす ほ か ､ H M G- CoA synthas e, H M G-CoA r educta seの コ レ ス テ ロ
ー ル 応答性発現 にも関
与する こ とが示唆された｡ しか しなが らm evaion atekin as e,far n e sylpyr opho sphate synthas e
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Table7. Co mparis o n ofthe rate of mR N A indu ctio nbythe v ario u stre atm e nts.
Co m a ctin ＋L P D S 25 0 H-C A L L N C DCA
L D L陀C eptOr
H M G- CoA syntha s e
H MG- CoA redu ctas e
Me valo n atekin as e
Farn e syトPPsyntha s e
Squ ale n e synthas e
1
.7 6 ±0.05
3.41 ± 0.33
5.2 2 ±0.19
3.81 ± 0.27
2.18 ±0.10
7.52 ±1.79
0.25 ±0.03
0.18 ±0.46
0.22 ±0. 1
0.13 ±0.50
0.81 ±0.03
0.23 ±0,01
5.43 ±0.8 7
2.09 ±0.1 0
2.46 ±0.2 0
1.47 ±0.l l
0.70 ±0. 3
1.28 ±0.04
3.26±0.79
1.78 ±0.38
1.88 ±0.47
0.81 ±0.16
0.71 ±0.10
1.16±0.01
HepG 2cells w erein c ubated withthe D M E ba s ed m ediu m c o ntai ming vario u s r e age ntsfo rthe
indicatedtim e asfollo w s, Co mpa ctin ＋LP D S:1トLM c o mpa c血 a ndlO %LP DS for12 ho u rs;
25 0 H- cholesterol:5pM 25-hydr o x-ychole ster ol and l o 啄 F B S fo r6 ho ur s;A L L N:100LLg/ml
A L L Nand lO % F B S for4 ho u rs;C DC A:0.5 mM C D C Aand l O % F B S for6 hou rs. A fter
in c ubatio ntotal R N As ample s w e r epr epar ed and e ach mR N A le v el dete mined a sde s cri bed
in Materi als and Methods･ The valu e s ar e r ep e s e nted asthe fold in du ctio n(m e an± s.d. ,
n=3)reladv eto e achc o ntr ol.
やsquale n e synthas eの コ レス テ ロ ー ル 応答性発現 に はs R E B Psは関 わらない こ とも示唆さ
れた｡ E dw ardsらの グル ー プは ラ ッ トのfam e sylp yr opho sphate syntha s e遺伝子の コ レ ス テ
ロ ー ル 応答性 エ レメ ン トに つ い て報告(8 1)しており､ こ の エ レメ ン トの 塩基配列は L D L.
r e c epto r遺伝子などで報告さ れて い る･S R E-1と は全く異な っ てY､ るが ､ こ の エ レ メ ン ト
(S R E-3)にS R E B P-1が結合 す る･こ と を報告して い る ｡ ま た前章 に 記 した よう にsqu ale ne
synthas eプロ モ ー タ ー にSR E B P- 1 のラ ッ トの ホ モ ロ ー ダで あるA D D lが結合する こ とも報
告さ れ て い る(66)｡ こ れ ら の 報告 は著 者 の 結果 と は 矛盾して い る ｡ 各 エ レ メ ン ト へ の
S R E BP-1の 結合はあくまでもin vitr oの 結果 であり､ in viv oで その ような結合が起こ る の
､ か ､ 今後検討が必要である｡
次にC D C A のコ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子6種の 発現 に対す る作用を検討した ｡ HepG 2
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細胞を1 0 % F B S存在下 に5 0 /i M C D C Aと6時間in c ubatio nした彼の mR N Aレ ベ ル を測定し
た｡ Table7に示 した ようにC D C Aに よ る 各種 コ レス テ ロ ー ル 応答性遺伝子 mRNA レ ベ ル
の 変化は ､ 程度に差は ある が ､ A L L Nによ る 変化と同 じで あ っ た｡ こ の 結果はCD C Aの 作
用が ､ A L LN同様に ､ S R E B Pを介する 可能性を示唆して い る ｡
3)蔓 地 旦
25-hydroxychole ste r olに代表されるオ キ シ ス テ ロ ー ル 類は ､ s R E B Pの 小 胞体膜か らの 切1
り出 しによる油性化を阻害して ､ L D Lr e c epto r mR N Aを低下すると考えられて い る ｡
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Fig. 1 7. T he effect of C D C Aand A L L No nL D Lr e c eptor mR N A inthepr e s e n c e(A)or abse n c e
(B)of 25-hydr o xychole ster ol. A. HepG 2c ells w er e c ultu red in the m ediu m c o ntai minglO %FB S
and v ario u sc o mbin atio n s of 25-hydr o xychole ster ol(5LIM), C D C A(0.5 m M)and/o rAL L N(100叶g
/ml). B. Hep G 2c ells w er e c ultur ed in m ediu m c o ntai minglO % F B Sand vario u s c o mbin atio n s of
C DCA(0.5 m M) and A L L N(100トLg/ml). Afte r6 ho u rs of in c ubatio nt･otalRN Aw e re prepar ed
and L D Lre c epto r mR N A le v elsdeter min ed asdes cri bed in M A T E RIA L･S A N D M E T HOD S･ T he
m e anj:S Dofthre eindepe nde nte xperim e nts ar eindic ated.
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C D C Aは こ の オ キ シス テ ロ ー ル によ るS R E B P活性化抑制作用を阻害す る と仮定すれば ､
L D Lre c eptor mR N A の増加 を鋭明で き る｡ そ こ で こ の 可能性 に つ い て検討す る 目 的 で
25-hydr o xycho)e ste ro府 在下 にC D C A の作用を検討した｡ Table7およびFig. 17Aに示 したよ
うに ､ 25-bydroxychole sterol単独で はin c ubatio n6時間後に は L D Lreceptor mR N Aは 約4分 の1
に 低 下 し た ｡ こ れ に 50 0/i M C D C Aを 添 加 す る と ､ L D Lre c epto r mR N Aは ､
25-hydr o xycholeste rol単独で のin c ubatio n時の 約7倍 ､ 10 % F B S のみ で の 培養時の約l.5倍 に
増加し た ｡ こ の 結果 はcDCA が2 ㌻hydr o xycboleste r ol の作 用を 阻害す る 可能性を示唆 して
は い る が ､ s R E B P分解阻害作用を持 つ A L L Nもc DC Aと同様の結果であり､ c D C A の作用
機序は明 らか にな っ て い な い ｡ こ の ようにC D C AとA L L Nの 作用 が極め て類似して い る こ
とか ら､ 両薬物の成熟型のS R E B Pを増加する機序が同じである 可能性が考えられた｡
こ の 可 能性 に つ い て検討する 目的 でC D C A, L L Nお よ び両薬物を同時に添加した 場 合
のL D Lr e c epto r mR N Aレ ベ ル を測定した ｡ こ の 結果Fig. 17Bに 示し たように ､ C D C Aと
A L L N の L D Lr e c eptor mR N A増加作用 は相加的であり､ 両者の 作用点は異な ると考えられ
たo cD C A のプロ テ ア ー ゼ 阻害作用 は こ れまで報告されて い な い こ とも ､ こ の 結果 を支
持して い る ｡ またこ れ らの 結果はcD C Aが コ レ ス テ ロ ー ル のS RE B P活性化抑制作用を阻
害する可能性を示唆して い る ｡ しか しc D C AがsR E B P合成を促進してL D Lre c eptor mR N A
を増加す る可能性もある ｡
4) c DCA のS R E B Ps mR N A レベ ル に対する作用
C D C Aがs R E B P合成を促進してL D Lr e c epto r mR N Aを増加する可能性 に つ い て 検討する
ため に ､ C D C Aを処理 したHepG 2細胞の S REB Ps mR N Aレ ベ ル を経時的 に測定した｡ こ
の 結果Fig･ 18に示 した よう に ､ C D C AはL DLre c eptor mR N A のみを増加しs R E B Ps mR NA
に つ い て は全く変化しなか っ た ｡ こ の 結果 か ら､ cDCA の作用がsR EB Pを介したも の で
あるとすれば､ その 作用点はs R E B P の翻訳時ある い はそれ以降にあ ると考えられ る ｡ 従 っ
てCDC Aの 作用機序として コ レ ス テ ロ ー ル によ るSR
'
E B P活性化抑制作用 の 阻害が考えら
､
れた ｡
こ こで 示 した結果から､ c D C A の L D Lrec epto r mR N A増加作用は ､ コ レ ス テ ロ ー ル によ
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るS R E B P油性化抑制作用を阻害す る こと に よ り発現する可能性が高 い ｡ しか しなが らこ
の 仮説を証明する為に は ､ s R E B P活性化を直接的に測定する必要があ る｡
H M G- CoA redu占ta s e阻害剤 は肝細胞内 へ の L D L取り込み を増やす為､ 肝 コ レ ス テ ロ ー ル
量の 低下は鈍 り ､ LD Lre c eptor誘導作用は減弱される｡ こ の 為 ､ 家族性高 コ レ ス テ ロ ー ル
血 症の ような強度の 高コ レ ス テ ロ ー ル 血症患者で は ､ 陰イオ ン 交換樹脂等H M G- CoA
r edu ctas e阻害剤以外の肝臓 コ レ ス テ ロ ー ル 低下作用を持 つ 薬剤の併用が必要とな る｡ こ
l
の ような患者で 血中 コ レス テ ロ ー ル を低下する ために は､ 肝 コ レス テ ロ ー ル 量 に関わり
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Fig･ 18･ Changesin the niR N A le v elsfo rL D Lre c epto r andSR E B PsbyCD C A･ Hep G 2c ells
w e r e c ult r ed in m ediu m c o ntaining10% F B Sand O･5 m M CDCA fo rthetim eindic ated･ Total
R N Aw e reprepar ed and mR N A le v elsfo rL D Lre e eptor(0), S R EB P-1a a nd -1 b(@), S R E B P-1c
(△)and S R E B P-2(A)deter mined asde s cribed in MAT E RIA LS A ND M E T H O D S･ he m e an±S
Dofthr e eindepe nde nte xperim e nts ar eindic ated･
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無く肝L D Lrec epto r発現量を増加す る必要があ る｡ こ こ に示 した ように ､ C D C Aは コ レ ス
テ ロ ー ル に よるS R E Bfi舌性化抑制を阻害す る ことが示唆され たo こ の ような作周によ り ､
cDCAは細胞内コ レス テ ロ ー ル量とは独立 にS R E B Pを活性化してL D Lre c ept.o rの 発現を増
加す ると考えら れ る ｡ 従 っ て上 に述 べ たような強度の高 コ レ ス テ ロ ー ル 血症患者に特に
有効な高コ レ ス テ ロ ー ル 血症治療薬 の リ ー ド化合物に なる と考えら れた｡ HepG2細 胞に
お い て C D C AがL D Lr e c eptor mR N Aを増加す る有効濃度は500/i M とか なり高 い ｡ 薬剤と
しての 開発 には ､ より低濃度で効果が期待 で きる作用点の絞られた特異的な化合物の創
製が必要と考えられる. そ の ため に はより詳細な作j乱寛の解明が必要であろう.
以上 の こ とか ら ､ c D C Aは高 コ レ ス テ ロ ー ル血 症治療薬開発 の 為の リ ー ド化合物 と し
て極めて有用であると考えられ た｡
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第4章 総括と展望
本研究では ､ マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄積機序 ､ 高感度高定量性の mR N A測定 シ ス テ
ム を用 い た月旨質代謝関連因子 の コ レ ス テ ロ ー ル に よ る発現調節機序に つ い て検討した｡
更にC D C AがL D Lre c epto r発現を特異的に増加する こ とを見 い 出 し､ 新規高脂血症治療剤
開発の為の リ ー ド化合物として の 可能性を示すに至 っ た ｡
動脈硬化病変部 に酸化L D Lおよ び凝集型L D Lが存在する と いう報告を ヒ ン トに凝集型
酸化L D Lの マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄積能を検討 し､ 酸化凝集したL D Lが極めて高 い 脂
質蓄積能を有す る こと を明らか に した｡ しか し生体内で の 反応として は ､ 酸化開始機構
に つ い て不明である ほか､ 凝集機構に つ い ても酸化の関与は不明であり ､ 明らか にすべ
き点 は多い ｡ 凝 集型酸化L D L の痛変形成 へ の 寄与は 不明で ある が ､ 少なくとも 血管壁 に
おける脂質過酸化反応を抑え る こ と は､ 酸化L D L の生成 の み ならず､ よ り脂質蓄積能の
高 い 凝集体生成をも抑制する こ と に なり ､ プロ ブ コ - ル の ような抗酸化剤 に よ る脂質蓄
積予防は動脈硬化症進展防止 に有用と考えられる｡ 一 方で 若年者にお い て既 に血管壁 へ
の脂質蓄積は進行して い る と いう報告(12)もあり ､ 動脈硬化の ｢予防+ で はなく ｢ 治療+
を考える場合､ 脂質蓄積を阻止する よ りも細胞 ･ 組織からの 脂質除去を目標とす べ きで
ある ｡ こ れまで に細胞外 へ の 積極的な月旨質排出を担う能動的機構の存在を示唆する報告
(82,83)はある が ､ そ の 詳細は未だ不明である . 細胞 に コ dL, ス テ ロ ー ル を強制的 に蓄積す
る こ と に より活性化される 分子をdiffe re ntial display法やs ubtr a ction法で拾 い 上げる等の様々
な ア プロ ー チ が ､ 脂質排出 に関わる因子探索方法として考えられる｡ ま た細胞内で の 厳
l
密な コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル調節桟構を利用 して細胞内から コ レ ス テ
.
U - ル を除去す ると
い う ア プロ ー チも考え られ る｡ HM G-CoA redu ctas e阻害剤は生体の コ レス テ ロ ー ル 値常
性維持機構を巧 み に利用して血 中 コ レ ス テ ロ ー ル を低下させ て お り ､ 本機構の活性化は
細胞からの蓄積脂質の 除去 にも有効な可能性がある｡ そこ で筆者は次の研究ス テ ッ プと
して ､ 細胞 の コ レ ス テ ロ ー ル 恒常性維持機構を明らか にするため に ､ 細 胞内脂質代謝に
関わる因子の遺伝子発現レベ ル を検討する こ とが重要であると考えた｡
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細胞内脂質代謝に関わる遺伝子の発現レ ベ ル の 変化を様々 な角度から検討す る た めに
は ､ 様々 な培養条件の 細胞にお け る多種類の mR N Aに つ い て定量す る 必要があ っ た｡ そ
こ で上 に述 べ たような ､ R P Aを利用 した 一 連の シス テ ム を構築したo 本 シス テ ム は ､ 標
的とな る因子 の遺伝子配列の 一 部 (100bp以上) が既知 で あゴ1ば ､ 少量の 培養細胞から
調製 したR N AでmR N A量 を測定 で き る ､ 極め て 応用範囲 の広 い シ ス テ ム で あ る｡ 最近
E STラ イ ブ ラリ ー の急速 な充実に よ り ヒ トで はク ロ ー ン 化さ れて い な い 遺伝子 の 塩基配
列情報を､ ESTで 得ら れた部分配列と他動物種の因子の 配列との 相 同性から推定 できる
場合が増えてきた｡ こ れを利用す る こ と に よ り極めて広範な遺伝子に つ い て ヒ トで の 発
現 レ ベ ル の 調節が明らかに な る ｡ 実際 ､ 本研究 で は 触 ya cidsyn也a s eに つ い て RPAで
m R N A定量 を行 っ たが ､ ES Tラ イ ブ ラリ ー の 利用 に より､ 迅速 にfattyacidsyntha s e遺伝子
の 発現調節機構の検討が可能とな っ たo 当初fattya cidsynthaseに つ い て はラ ッ トお よび ニ
ワ トリcD N A の報告があ る の み で ヒ トcD N A の塩基配列 は明らかに な っ て い な か っ た ｡ 著
者はE S Tラ イブ ラリ ー 中の 配列 のうち の 一 つ が こ れらのcD N A配列と極めて相同性 が高い
こと に着目し ､ こ の 配 列をR T-P C R法 で増幅しR P Aの プ ロ ー ブ として用 い た ｡ 結果 的に
プロ ー ブ の 完成 とほ ぼ同時期に ヒ トcD N Aが公 開さ れ ､ こ の EST配列 が間違 い なくfatty
a cidsyn血a s eを コ
ー ドする こ とが確認された｡
本シス テ ム に より簡便 に多種類の mR N A量を定量的 に測定する こ と が可能とな っ た｡
しか しなが ら生体の ダイナ ミ ッ ク な変化を捕らえる為に は ､ より多くの 因子 に つ い て 同
時に定量で きる シ ス テ ム の構築が必要である｡ P C Rを基礎 に した方法が こ の よ うな 目的
の為にすで に い く つ か 開発されて い る(84,85)が ､ p c R法を基礎 に した方法であ る が故に
定量性 に限界がある｡ 本研究で示した結果 か ら も明らかなよう に ､ 生体内 の mR N A レベ
/
ル の 調節は狭 い 範囲で行われ てお り ､ 精度 の 高い 定量法が必要で あ る｡ 今後 は こ の 点の
改良が必要であろう｡
L D Lr e c epto r等の コ レ ス テロ ー ル応答性因子 の 細胞内 コ レス テ ロ ー ル に よる フ ィ ー ドバ ツ
､
ク調節機構は､ Br o w nとGoldsteinらの 先駆的な研究によ り遺伝子発現レ ベ ル で 明ら かに
され つ つ ある ｡ 著者は ､ 細胞 に蓄積した コ レ ス テ 臼 - ル 除去を細胞の コ レス テ ロ ー ル恒
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常性維持機構の 活性化で行う可能性を模索して い たが ､ その 研究過程で コ レ ス テ ロ ー ル
応答性遺伝子発現を担う因子として注目され て い たs R E B P-1及びs R E BP-2 cDN Aの ク ロ ー
ン 化が報告(59,6b)され た｡ コ レ ス テ ロ ー ル 応答性因子の発現は細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル畳
によ る フ ィ ー ドバ ッ ク調節機構によ り協調的に調節されて い る こ と は良く知られて い る .
こ の ような調節機構に お けるS R E B Psの 機能を明ら か にす る こ と は ､ コ レ ス テ ロ ー ル恒 ･
常性椎待機構を解明す る上 で非常 に重要である｡ そ こ で ､ こ れらs R E B Psの 役割を明ら
l
かにする ため に ､ S R E B Pと細胞内脂質代謝調節機能に関する研究を行 っ た ｡ そ の 結果､
HepG2細胞にお い て はs R EBPはLD Lre c epto rを中心とした
一 部の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺
伝子の発現に重要な役割を果たす こ とが明らかとな っ た｡ 更にある濃度範餌を越えて細
胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 量が低下す る とfatty a cidsynthaseの 発現がs R E B Pを介 して増加する
こ とが明らかに な っ た｡ また 触 ya cidsynthas eの コ レス テ ロ ー ル による調節の研究から､
コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子 の概念に つ い て より踏み込ん で考える こ と の 必要性が示さ
れたこ こ れまで コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子発現に つ い て は コ レ ス テ ロ ー ル を細胞培養
液に加え る場合と加えな い 場合の 比較で検討されてきた｡ しかし今回コ レス テ ロ ー ル合
成酵素阻害剤を用 い る こ とに より ､ 細胞内 コ レス テ ロ ー ル の 低下程度を コ ン トロ ー ル し
た結果 ､ コ レ ス テ ロ ー ル 応答性遺伝子に よ っ て コ レ ス テ ロ ー ル応答性感度に遠 い が ある
こ とが明らかに な っ た｡ こ れまで こ の ような コ レス テ ロ..
- ル 応答性の感度に つ い て は､
コ レ ス テ ロ ー ル応答l生遺伝子である こ とが証明されて い る 因子が少なか っ た こともあり､
余り注目されて い なか っ た ｡ 最近 コ レス テロ ー ル 以外の 脂質の代謝酵素がs R E B Pに調節
を受ける こ と が報告(7 0,76,86)され て い る ｡ しか し コ レ ス テ ロ ー ル応 答性の 感度に つ い
て言及した論文は少な い ｡ 今後は生理的な応答で ある こ とを確認する為にも ､ s R E B Pの
標的遺伝子であ る可能性がある場合 には ､ コ レス テ ロ ー ル 応答性の感度 に つ い て も議論
す べ き で あ ろ う｡ こ の ような感度の 違 い の 原 因 と して ､ 関与する転写因子 の 遠い ､
s R E B P のプロ モ ー タ ー へ の 親和性 の違 い な どが考えられた｡ 最近E dw a rdsらの グル ー プ
が免此ya cidsynthas e遺伝子 の 上沌 にありs R EBp結合活性があると される E-bo xモ チ
ー フ は
L D Lre c eptor遺伝子プロ モ ー タ ー 上 のSRE BP結合配列S R E-1よ りs R E B P-1に対す る親和性
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が弱い こ とを報告(81)した｡ こ の 結果と著者の 結果を考え併 せ る と､､ 通常 の培養条件 で
の 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル 量 で は核内s R E B P量 はfattyacidsynthaseの プ ロ モ ー タ ー に ある
'E-bo xに結合で きる ほ ど十分 には な い が ､ 強力な コ レ ス テ ロ ー ル 合成 の抑制と い う特殊
状況下 で は核内s R E B P量が増大してE- bo xに結合可能となり 触tya cidsyntha s e発現 を括性
化する ､ と考える こともできる｡ 最近sRE B Pが結合可能なプロ モ ー タ ー モ チ ー フと して ､
S R E-1やE-box以外の も の が払m e sylpyrophophate synthas e(81)やac etyl CoA c a rbo xylas e(86)
で報告されて い る｡ 従 っ てS R E B P の これらモ チ ー フ へ の結合親和性の遠い が コ レス テ ロ ー
ル 応答性感度の違い の 原 因かも し れな い ｡ またモ チ ー フ によ っ て はs R E B Pサ ブ タ イ プと
の 結合特異性があり､ その こ とが ､ 感度の 違う原因である 可能性も考え られ る｡ い ずれ
にせ よ ､ 今後 コ レス テ ロ ー ル応答性遺伝子 の ス テロ ー ル感受性 に つ い て 注意深く検討す
べ きで あり ､ 特に生理的に重要な調節であ るか どうか十分 に考慮すべ きで あ る｡
S R E B Pで調節され る コ レス テ ロ ー ル 応答性遺伝子の報告は増え て い るが ､ こ の 中 には
著 者 の 実験 で は S R E B P依存性 が示 さ れな か っ た 因子 もあ る ｡ す な わち ､ far n esyl
pyr ophosphate syntha s eとsquale ne synthas eであ る ｡ 著者の 実験で はA L L Nとc D C Aい ず れの
薬琴によ っ ても こ れらのrnR N A レベ ル は増加しなか っ たが ､ S R E B P-1は両 遺伝子 の プロ
モ ー タ ー 領域 に 結合する こ とが報告され て い る ｡ 現 時点で は こ の ような遠 い の 理由 に つ
い て不明である が ､ 筆者が用 い た細胞が日epG 2細胞であ っ た こ とが 原 因であるかもしれ
ない ｡ また ､ fa m e sylpyr opho sph?te syntha s eはL D Lr e c eptorと はsR EBP の結合する モ チ ー フ
が異な っ て
一
おり ､ こ の こと が原因である可能性もある ｡ S R E B Pによ っ て調節され なかっ
た コ レス テ ロ ー ル応答性遺伝子と調節され た遺伝子 の 間に どの よう な違 い が あり ､ その
違 い を担う機構は何か､ それが生理的に意義があるの か ､ さ らに は病態 に与える影響は
い かなるもの か等課題は多い ｡ こ れ らの 問題は ､ L D Lr e c eptor特異的な遺伝子発現 の 活性
化とい う観点から考えても極め て重要であり､ 今後の 重要な研究課題 である｡
動脈硬化症治療法の 開発の 為に ､ 細胞内に蓄積した コ レ ス テ ロ ー ル 除去方法を探索す
･t る÷とが当初 の研究方針であT3 たが ､ s R E B Pを中心とした研究を続ける こ とに よ り ､ 動
脈硬化症治療 へ の 新たなア プロ ー チ方法を見 い だす こ とが できた｡ すな わち粥状動脈硬
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化症の危険因子である高脂血症の新規薬物療法の 開発である ｡ 高脂血症治療は動脈硬化
病変 の進展抑制に対し 一 定の 効果 がある こ と はH M G- CoA還元酵素阻害剤に お い て 報告
され ､ 最近で は死亡率の 改善に効果 がある こ とも報告され て い る(87)｡ こ れら の こ とか
ら ､ 高脂血症治療は動脈硬化症治療の為の 有効な手段の 一 つ と して考えられる｡)
c D C AはHepG 2細胞 に お い てL D Lre c ept･o rの 発現 を特異的 に増加 した｡ c D C Aがs R E B P
一
分 解阻害剤で あ る AL L Nと 同様 にL D Lr e c ept.o rの 発現を特異的活性化 したEこ と か ら ､
c D C Aもs R E B Pの晴性化を介して L D Lre c epto rの 発現を活性化して い る と考えられた｡ ま
たc D C Aの 作用は構造と密接 に相関して い た｡ こ れら の 結果 からc D C Aが新規高脂血症
治療剤開発の 為の リ ー ド化合物になり得る と考えられた｡ H M G- CoA還元酵素阻害剤は､
肝臓で の コ レス テ ロ ー ル合成を 阻害してL D Lr e c eptor活性を増加し､ 血中L DLを低下する｡
しか し血 中L D Lが低下した時に は ､ 肝臓の コ レ ス テ ロ ー ル量は増加してお りL D Lre c epto r
活性は低下す る ｡ 従 っ て実際 に は , H M G- CoA還 元酵素阻害剤 は本来持 っ て い る LbL
re c epto r
kl舌性増加作用を十分 に発揮できて い な い と予想される｡ そこ で細胞内 コ レス テ ロ ー
ル レ ベ ル に依存する ことなくL D Lre c eptor活性を増加すれば､ 極めて 強い 血中コ レ ス テ ロ ー
ル 低 下効果が期待 でき る ｡ C DqA は今回示したように ∽ Lrecepto r発現増加 に は高漉皮
(500/L M) が必要であり ､ 今後よ り低濃度で効果のある化合物の出現が期待される o
こ の ような化合物創製 の為に ､ C D C Aの構造的特徴を十分に検討する ことが重要である
､
｡
こ れに より特異性の 高い 化合物が創製されれば､ 薬剤と して有用性の高 い も の とな る こ
とが期待される｡
本研究で は ､ 弓削大動脈硬化症の治療法開発 の為の基盤研究として ､ 細胞内 へ の 脂質蓄
積機序およ び コ レ ス テ ロ ー ル によ る細胞内月旨質代謝系の発現調節機序を 中心 に研究 を進
め た｡ 結果的に危険因子であ る高月旨血症の 新規治療方法の 開発べ の 可能性を示す こ とが
で き た が ､ こ れ はあくまでも予防的手段で ある ｡ 有効な治療手段と考えられ る細胞壁 に
蓄積した コ レ ス テ ロ ー ル を除去する方法に つ い て は こ れまで の と こ ろ有効なもの は見つ
か っ て い ない ｡ S R E B Pは コ レ ス テ ロ ー ル 応答性 の協調的発現調節を担う因子 で は な い こ
と を明らかに したが ､ こ の 協調性を担う因子 こ そが コ レス テ ロ ー ル の 細胞からの 除去に
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必要な ､ 最も重要な分子ある い は分子機構であ ろう｡ こ の ような観点か らの研究はまだ
緒 に つ い たばか りであり ､ 今後の 研究によ り明らか に して い く こ と が必要である ｡
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要旨
虚血性心疾患や脳血管性疾患の 基礎痛変と考えられる粥状動脈硬化症 の病態餌明及び
治療法の 開発は極め て 重要な課題で ある ｡ 血管壁 ､ 特 に マ ク ロ フ ァ ー ジ や 血管平滑筋細
胞 へ の 脂質蓄積 は粥状動脈硬化症の 初期に み られる特徴的な病変で ある ｡ 従 っ て 脂質嘗
精機構及び細胞内月旨質代謝機構の 理解が病態の 成因解明､ ひ い ては新規治療方法の 開発
■
に重要で ある ｡ 本研究で は コ レ ス テ ロ ー ル 蓄積機情及びコ レ ス テ ロ ー ル による細胞内脂
質代謝の調節機序を明らか に した｡
マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の月旨質蓄精機構は未だ解明の途上 であ るが ､ L D L の酸化変性を想定
したス カ ベ ン ジ ャ ー 経路仮説に関わる研究が最も進ん で い る ｡ 病変部のL D Lに特徴的な
変化として酸化的変性の他に凝集があり､ マ ク ロ フ ァ ー ジが その貧食能を利周して凝集
L D Lを取り込 み月旨質を細胞内に蓄積する可能性は高い ｡ 従 っ て病変部に存在す るu ⊃Lが
酸化され ､ しかも凝集する と脂質蓄積能は極め て高い もの になると予想され る｡ そ こ で
L D L の酸化 ･ 凝集に よ る脂質蓄積能増加に つ い て検討した｡ L D Lは脂質過酸化反応開始
剤A A P Hと のin c uba也o nに よ り酸化的変性を受け ､ 続 い て凝集した｡ 生 じ た酸化L D Lを
GP C法に より単量体と凝集体む三分離し､ マ ウ ス 腹腔 マ ク ロ フ ァ ー ジ に よ る 取り込みを検
討した結果 ､ 両酸化L D Lとも に マ ク ロ フ ァ ー ジ に取 り込 まれた ｡ こ れら の 酸化LD L､ 特
に凝集塑酸化L D Lは マ ク ロ フ ァ ー ジに 大量の コ レス テ ロ ー ル を蓄積した｡ 以上 の 結果か
ら､ in viv oにお い てもu )Lが酸化変性 の結果凝集して マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の コ レス テロ ー
ル 蓄積を克進させ る と考えられた｡ 動脈硬化病変に酸化ID Lおよび凝集塑L D Lの 存在が
′
報告され て い る こ とか ら ､ こ れらの 変性 の 抑制 は マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の月旨質蓄積防止 に重
要で あると予想される ｡ しか し粥状動昨硬化症の治療を考えた場合 ､ 若年者にお い て も
月旨質の蓄積はすで に進行しており ､ 脂質蓄積を阻止するよりも細胞 ･ 組織か らの 脂質除
去がよ り有効と考えられ る｡ 病変部の細胞 で は コ レ ス テ ロ ー ル の 異常蓄積が起こ っ て い
るが ､ 通常は細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル は 一 定に保たれて い る ｡ 従 っ て こ の 恒常性維
持機能の 活性化 に よ る病変細胞からの月旨質除去は効果的な治療法になる と考えられる｡
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そ こ で コ レス テ ロ ー ル 蓄積に よ る細胞内脂質代謝系の変化を遺伝子発現レ ベ ル で 明らか
にする こ と に した ｡
遺伝子発現 の 変化を検討す る ため に ､ 感度 ･ 定量性 とも に高 い R Na s epro†.e ctio n法で
mR N A量 を測定した｡ R NA調製法も定量法に合わせ ､ 多くの R N A試料を簡便 に調製 ･ 定
量 で き る シ ス テ ム を構築し た｡ は じ め に細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル に よ る ､ L D Lre c ept.or と
コ レ ス テ ロ ー ル 合成系酵素H MG- CoA reductas e, H M G-CoA syntha s e, m evalo n ate kin as e,
far n e sylpyr ophosphate syntha seおよ びsquale n e syntha s e mR N A レベ ル の 調節を検討した｡ 通
常 の 培養 条件 で あ る 10 %F B S含有 D M E培地 で は ､ H M G- CoA syntha s e, H M GICoA
redu ctas e, m e valo n ate kin as eの mR N Aレ ベ ル はfam e syl pyr opho sphate synthas e, squ ale n e
･syntha s e及 びL D Lr ec eptorに比 べ 約1/5と低か っ た ｡ また ､ い ずれ の mR N Aも コ レ ス テ ロ ー
ル 欠失培地 (10%1ipoprotein deflCie ntse rum含有D M E培地) に よ る外因性 コ レ ス テ ロ ー ル
低下 に よ り1.5-3.5倍増加し た . コ レ ス テ ロ - ▲ル 欠失培地 に H M G- CoA r edu ctas e･阻害剤
co mpa cdnを添加し内因性 コ レ ス テ ロ ー ル を低下さ せ る と ､ mRNA量 は更 に増加した｡ 外
因性 コ レ ス テ ロ ー ル 欠乏後の mR N A増加 パ タ ー ン は い ずれ の 因子も 同 じで あり ､ こ れ ら
の発現が コ レ ス テ ロ ー ル によ り協調的 に調節され る こ とが示唆された｡
こ れらL D Lre c eptorや コ
'
レ ス テ ロ - ル 合成酵素の mR N Aレ ベ ル は ､ 細胞内 コ レ ス テ ロ ー
ル の 恒常性維持 の為に ､ 細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル に応 じて協調的 に調節され る と考
えられて い る｡ L D Lr e c eptorの コ レ ス テ ロ
ー ル 応答性を制御する転写活性化因子として ､
L D Lr e c eptor遺伝子 の コ レス テロ ー ル 応答性発現を担うプロ モ ー タ ー 領域(ste r olr egulatory
ele m ent)に結合する蛋白質､ S R E B P-1とs R E B P-2が発見された｡ S R E B P-1に はオ ル タ ネイ
テ ィ ブ ス プライ シ ン グに より 生 じる3種の mR N A､ S R E B P-1a,lb,1cがあ る ｡ S R E B Psの コ
レス テ ロ ー ル 応答性 に つ い て検討する ため に ､ HepG 2細胞 にお ける発現量を測定した｡
この 結果 ､ 通常培養時はs R E B P-1a mR N Aの 方が1b,1cよりも多い こ とが明らかにな っ た｡
ま た細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル レ ベ ル 低下時の ､ S R E B P-1a, -1cお よ び -2の mR N Aレ ベ ル を測
定した結果 ､ S REBP-1a は 一 過性 に増加したが ､ SREBP-1cお よび -2 のmRN A レベ ル は コ
レス テ ロ ー ル 低下処理2時間後 か ら増加 し続 ける こ と が 明 らか に な っ た ｡ こ の よう に
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S R E B P-1はア イ ソ フ ォ ー ム に よ っ て異 なる 発現調節を受け て い る と考え ら れ た｡ 又 い ず
れの 変化も コ レ ス テ ロ ー ル 合成酵素やL D Lr e c ep†or mR N A増加よ りも先に起 こ っ て い た｡
従 っ て ､ こ の ようなSR E B Ps mR N Aレ ベ ル の 変化がL D Lre c epto r遺伝子の コ レ ス テ ロ ー ル
応答性発現調節に重要 な役割を果たして い ると考えられた｡
s R E B Psは小胞体 や核膜に2回貫通しN,C両末端が細胞質に配向した形で 存在す る ｡ 転
写活性化機序と して は ､ コ レス テ ロ ー ル 感受性の特異的プロ テア ー ゼ に よ る膜か らの 切
l
り出しに より ､ D NA結合ドメ イ ン を含むN末端蛋白質が核内に移行すると いう モ デル が
提案され て い る ｡ すなわち細胞内 コ レ ス テ ロ ー ル が欠乏すると特異的プ ロ テ ア ー ゼ によ
るSR E B Ps切断反応が活性化され､ 核内sRE B P量が増えL D Lre c epto r活性 が上がり細胞内
に コ レ ス テ ロ ー ル が取り込 まれ る ｡ 一 方 ､ 核 に移行した成熟型s R E B Pの 分解が カ ル パ イ
ン 阻害剤A L L Nによ っ て 阻害され る こ とも報告された｡ すな わちA ⊥L Nは核内の成熟型
s R E B P量 を増加する｡ そ こ でSR E BPsに よ り コ レ ス テ ロ ー ル 応答性 の協調的発現 が活性
化され るか否かを検討す る ため に ､ A L L Nを伺 い て 成熟型s R E B Pを増加させ て コ レ ス テ
ロ ー ル応答性遺伝子発現量 の 変化を測定した｡ コ レス テ ロ ー ル低下処理 に よ るm R N Aレ
ベ ル 変動とA L L N処理 に よ る変動を比較する と ､ L D Lr e c epto rに つ い て はA L L N処理 によ
るmR N A増加率 (約5倍) が コ レ ス テ ロ ー ル 低下 に よ るmR N A増加 (約2倍) より高か っ
た ｡ しか しH M G- CoA r edu ctas e mR N A のA L L Nに よ る増加率 (約2倍) は コ レ ス テ ロ ー ル
低下 の 場合 (約5倍) よりも低く､ squ ale n e syntha s eの 発現はコ レス テ ロ ー ル低下 (約7倍)
と異 なりA L L N処理 に よ り 全く 変化 しなか っ た ｡ こ れ ら の 結果 か らs R E B Psは L D L
re c eptorの 発現調節 に深く関わる こ とが明らかとな っ たが ､ 協調的調節を担う分子 で は な
い と考えられた｡ またA L L Nはs R E B P-1a/b, -2 のmR N Aレ ベ ル を増加し､ S R E B P-lc lnR N A
を低下 した｡ こ れ らの 結果 は 成熟型s R E B Psの コ レ ス テ ロ ー ル応答性核内移行 に加え ､
s R E B Ps発現の 複雑な調節機構がL D Lte c epto rの コ レ ス テ ロ ー ル 応答性発現に重要な こ と
を示唆して い る ｡
ヒ トSR E B P-1 のラ ッ トの ホ モ ロ ー グA D D lが ラ ウ ト月旨肪細胞にお い てfattya cidsynthas e
遺伝子 の発現を調節する可能性が示唆されて い る ｡ そ:こで ､ ヒ ト細胞に お ける 触y acid
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syntba se発現の コ レ ス テ ロ
ー ル に よ る調節に つ い て検討した｡ HepG 2細胞で は ､ 触y a cid
syntha s e mR N Aは高度に発現 して い た . コ レ ス テ ロ ー ル 欠失培地 に よ る細胞内 コ レ ス テ
ロ ー ル 低 下 で fatty a cidsynthas e mR N Aレ ベ ル は 約 1.6 倍 増 加 し た ｡ し か し
25-hydr o xycholester olに よ っ てfatty a cidsyntha s e mR N A レベ ル は 全 く変化 し な か っ た ｡
squale n e synthas e阻害剤 T AN1607 Aは ､ 細胞内 コ レス テ ロ
ー ル 量 を濃度依存的 に低下し､
H M G- CoA redu cta s e､ squ ale n e syntha se ､ L D Lrecepto rの 各mR N Aレ ベ ル を1/i Mで増 加した
が ､ fattya cidsynthas e mR N A の増加に は10-30/1 M が必要であ っ た ｡ こ の こ とか らfatty acid
synthas eの 発現増加 には､ H MG- CoA redu ct?se､ squ ale n e synthas e､ L D Lr e c eptorの 発現増加
に必要な コ レス テ ロ ー ル の 低下 よ りも ､ 更な る低下が必要な こ と が明らか と な っ た ｡ ま
たAL L Nはfa
,
tty a cidsynthas e mR N Aを約2倍 に増加し､ ヒ トにお い てもs R E B Pが 触ty a cid
syntha se発現 の コ レ ス テ ロ ー ル 応答性を担 っ て い る こ とが示唆された｡ こ れらの 結 果か
ら ､ コ レ ス テ ロ ー ル代謝と月旨肪酸代謝が､ 転写 レ ベ ル で共通 の 制御機構 に よ り調節され
て い る可能性が示された｡
高コ レ ス テ ロ ー ル 血症 の 治療は ､ 粥状動脈硬化症 の 予防法と して広く行われ て い る ｡
しか し現在最も強力な コ レ ス テ ロ ー ル 低下剤であるfIM G- CoA r edu ctas e阻害剤 に よ っ て
も十分な コ レ ス テ ロ ー ル 低下 は得られて い な い ｡ こ れはH M G- CoA r edu ctas e阻 害剤 の作
用機序が肝臓 コ レ ス テ ロ ー ル 低下 に依存したL D Lr e c epto r活性化で ある為､ 作用発現 の 結
果肝臓 コ レ ス テ ロ ー ル が増加して作用が減弱されて しまう ことが ､ そ の 原因と考えられ
る. 従 っ て細胞の コ レス テ ロ ー ル 含量 に依存せず特異的にLDLre c eptorを誘導する薬物古
■
ま､
強力な コ レ ス テ ロ ー ル低下剤とな る可能性が高 い ｡ そ こで L D Lr e c epto r活性化作用を持 つ
こ とが知られ て い るcbe n ode o xycbolic a cid(以 下 C D C A)の 作用機序 に つ い て 検討し た ｡
c D C Aに は L D Lr e c eptor lnR N A増 加 作 用 が 認 め ら れ た が ､ 立 体 異性 体 で あ る
urs odes o xycbolic a cidには認め られず､ c D C A の L D Lre c epto r mR N A誘導 は構造特異的作用
であると考えられた｡ c D C Aは ､ A L L N同様に ､ コ レ ス テ占 - ル応答性遺伝子のうち特に
L DLre c epto rの mR N Aを増加 し､ その mR N A増 加はコ レiテ ロ
- ル 低下 によ る増加 よりも
かなり高か っ た｡ こ れらの ことからc D C Aはs R E B Psを介して作用して い ると考えられた｡
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しか しcD C A の L D Lr e c epto r mR N A増 加作用 は A LL Nと相加的 で あ り ､ そ の 作用点 は
芦RE B P分解阻害で はな い と考えられた. またc D C AはS R E B Ps mR NAを増加しなか っ た o
以上 の 結果及びc D C Aが25-hydr oxychole ster olのL D Lr e c ept.or mR N A低下作用を阻害した こ
と か ら ､ CD C A のL D Lr ec eptor mR N A増加作用機序として ､ コ レ ス テ ロ ー ル に よるS R E B P
活性化抑制作用 の 阻害が考えられた｡ 以上 に示した特徴 か ら､ c D C Aは高 コ レ ス テ ロ ー
ル 血症治療薬開発の為の リ ー ド化合物として極め て有用 である と考えられた｡
(
本研究の 結果 ､ 1) L D Lの 酸化 ･ 凝 集に よ り マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 脂質蓄穂が促進され
る こ と が示さ れ た ､ 2) コ レ ス テ ロ ー ル 代 謝関連遺伝子が細胞内 コ レス テ ロ ー ル 量 によ
り協調的な発現調節を受ける だけで なくfattya cidsynthas eも細胞内コ レ ス テ ロ
ー ル 量 によ
り発現調節を受ける こ とが明らかとな っ た ほか ､ L D Lr e c epto r遺伝子転写活性化因子
s R E B Pは コ レ ス テ ロ ー ル に よ る協調的調節機構を担う因子で はな い と考えられた ､ 3)
c D C Aが新規高 コ レス テ ロ ー ル 血症治療剤の リ ー ド化合物として有望であ る こ と を見 い
だ した｡
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